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Изучение нуклеиновых кислот является одной из точек наибо- 
лее бурного развития современного. естествознания. Исключитель- 
ный интерес, который приобрели нуклеиновые кислоты для позна- 
ния сущности процесса жизнедеятельности, находит отражение в 
посвященной им огромной литературе, в том числе в целом ряде 
превосходных монографий и обзоров. Наиболее подробно рассмот- 
рены в литературе вопросы, касающиеся путей биосинтеза и мета- 
болизма нуклеиновых кислот и разнообразных биологических функ- 
ций этих биополимеров. Почти столь же большое внимание уделяется 
вопросам макромолекулярной химии нуклеиновых кислот — выяс- 
нению размера и формы их молекулы, изучению физико-химических 
свойств их растворов и соответствующим методическим вопросам. 

Химическая обзорная литература по нуклеиновым кислотам по- 
священа почти исключительно синтезу, в особенности синтетиче- 
ской химии мономеров (нуклеозидов и нуклеотидов), и в меньшей 
степени синтезу полинуклеотидов. Между тем имеется еще один 
важнейший аспект химии нуклеиновых кислот, который находится 
пока еще в процессе становления. Речь идет об изучении реакцион- 
ной способности макромолекул нуклеиновых кислот и их компо- 
нентов, что важно как для выяснения вопросов, касающихся строе- 
ния этих важнейших биополимеров, так и для правильного пони- 
мания их биологических функций. В последние годы подобные 
исследования начали очень быстро расширяться. Однако до сих 
пор данная сторона химии нуклеиновых кислот, по существу, не 
нашла должного отражения в обзорной литературе, за исключе- 
нием нескольких обзоров по более или менее частным вопросам. 

Авторы настоящей монографии делают попытку восполнить этот 
пробел, отдавая себе отчет в трудности поставленной задачи. Кни- 
га посвящена реакциям нуклеиновых кислот и их компонентов; эти 

реакции приводят к изменениям структуры, к так называемой хи- 
мической модификации нуклеиновых кислот. 

Хотя конечной целью книги является ознакомление читателя 
с химическими реакциями полинуклеотидов, основная часть ма- 
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ие 
- вых кислот — нуклеозидов и нуклеотидов. 
Это связано прежде всего с тем, что правильное понимание вопро- 
сов реакционной способности полимеров немыслимо без знания ре- 
акций мономерных звеньев. Вместе с тем основная масса исследо- 
ваний проведена в настоящее время еще именно на мономерном 
уровне, и лишь немногие достаточно серьезные работы посвящены 
химической модификации самих биополимеров. Тем не менее уже 
данные о реакциях мономеров, особенно в тех случаях, когда имело 
место глубокое и детальное изучение вопроса, представляют боль- 
шой интерес для правильного понимания и решения проблем струк- 
туры нуклеиновых кислот и в еще большей степени для целесооб- 
разного использования соответствующих реакций при изучении 
биологической функции нуклеиновых кислот. 

В настоящей книге использована литература по конец 1968 г., 
а также отдельные работы, опубликованные позже. Весь материал 
монографии делится на две части. Первая часть книги (гл. 1—4) 
посвящена общим вопросам органической химии нуклеиновых кис- 
лот. В ней рассматриваются вопросы конформации и электронной 
структуры мономеров, реакционной способности гетероциклических 
оснований (в том числе квантовохимический аспект проблемы), а 
также важный вопрос о нековалентных взаимодействиях в поли- 
мерной цепи нуклеиновых кислот. Мы сочли целесообразным на- 
чать первую часть книги с краткого обзора, посвященного класси- 
фикации, распространению нуклеиновых кислот и принципам уста- 
новления их первичной структуры. 

Вторая часть книги (гл. 5—12) посвящена, так сказать, частной 
органической химии нуклеиновых кислот. Здесь рассматриваются 
отдельные типы реакций гетероциклических ядер, реакции углевод- 
ного остатка и фосфатной группы. Отдельная глава посвящена 
краткому изложению фотохимии нуклеиновых кислот. х 

Приводится рекомендуемый список символов и сокращений по- 
линуклеотидов, их компонентов и производных. и 

В книге не излагаются специально вопросы синтетической хи- 
мии нуклеиновых кислот и их мономерных компонентов. Наличие 
ряда монографий по этому разделу и желание ограничить объем 
книги делают нецелесообразным рассмотрение обширной литера- 
туры по методам синтеза нуклеозидов и нуклеотидов; крайне сжато 
рассмотрены лишь вопросы синтеза полинуклеотидов. Тем не менее 
многие разделы книги тесно соприкасаются с вопросами синтеза 
и могут быть, по нашему мнению, полезны химику-синтетику, кото- 
рый найдет здесь материал о реакционной способности функцио- 
нальных групп, входящих в состав нуклеозидов и нуклеотидов, а 
также описание отдельных реакций, весьма полезных для синтети- 


ческих целей, 
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Авторы отлично сознают слабые стороны написанной работы — 
условность и отчасти искусственность разбивки материала, воз- 
можную ошибочность некоторых приводимых ими собственных то- 
чек зрения и ряд других недостатков. Оправданием настоящей по- 
пытки может послужить отчасти то, что, как уже указывалось, ор- 
ганохимический аспект химии нуклеиновых кислот лишь в самое 
последнее время привлек пристальное внимание и это направление 
находится сейчас в стадии становления. Вместе с тем именно дан- 
ное обстоятельство и дает авторам право надеяться, что обобщение 
имеющихся в настоящее время данных особенно полезно. Мы бу- 
дем считать свою задачу выполненной, если издание этой книги 
будет способствовать дальнейшему развитию исследований по ор- 
ганической химии нуклеиновых кислот. 

Авторы выражают глубокую благодарность за помощь при со- 
здании этой книги чл.-корр. АН СССР Д. Г. Кнорре, чл.-корр. 
АН СССР М. А. Прокофьеву, проф. 3. А. Шабаровой, проф. 
Ю. С. Лазуркину, канд. хим. наук М. А. Кузьмину, канд. физ.-мат. 
наук Э. Н. Трифонову, канд. физ.-мат. наук М. Д. Франк-Каменец- 
кому и канд. физ.-мат. наук В. И. Данилову. 


Авторы 
Москва, май 1969 г. 
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Комплекс наук, связанный с познанием существа жизненных 
процессов, занимает в современном естествознании особое место. 
Развитию этого направления отдали свой талант и свой труд мно- 
гие крупнейшие ученые нашего времени; уровень знаний здесь рас- 
тет с необычайной стремительностью. Желание понять самую суть 
дела, наиболее интимные стороны процесса жизнедеятельности при- 
вели исследователей к необходимости проникнуть в самые глубины 
биологического процесса, доводя понимание его до молекулярного 
уровня, когда внешние физиологические проявления могут быть 
объяснены в конечном счете химическим превращением или физи- 
ческим изменением отдельной молекулы. Становление этой гене- 
ральной концепции молекулярной биологии в огромной степени 
стимулировало интерес к изучению химических веществ, превра- 
щения и изменения которых и лежат в основе процесса жизнедея- 
тельности. К ним относятся прежде всего природные высокомоле- 
кулярные соединения — белки, нуклеиновые кислоты, полисаха- 
риды, а также смешанные биополимеры. 

Нуклеиновые кислоты занимают исключительное место в про- 
цессе жизнедеятельности, они, по сути дела, лежат У самого его 
истока. Они являются той материальной субстанцией, которая не- 
сет в себе генетическую информацию — основу всего развития бу- 
дущего организма. С другой стороны, нуклеиновые кислоты яв- 
ляются инструментом, с помощью которого осуществляется синтез 
специфических белков. Сказанного достаточно для того, чтобы 
полностью осознать ту особую роль, какую занимает в современ- 
ном естествознании наука о нуклеиневых кислотах, и оправдать то 
необычайное внимание, которое уделяют исследованию этой науки 
сотни лабораторий в разных странах. 

В 1869 г. Мишер выделил из ядер клеток вещество, обладающее 
кислотными свойствами, и назвал его нуклеиновой кислотой. За 
истекшее столетие в исследованиях нуклеиновых кислот можно вы- 


делить следующие этапы. 
1. Предварительные исследования. Этот этап охватывает исто- 


рическую работу Мишера, выделившего нуклеиновую кислоту В 


показавшего, что в ее состав входят углерод, водород, кислород, 
азот и фосфор, а также исследования Косселя, установившего на- 
личие двух типов нуклеиновых кислот в клетках, и, наконец, ра- 
боты Э. Фишера по изучению пуринов и пиримидинов, являющихся 
компонентами нуклеиновых кислот. 

2. Второй этап—с начала нашего века по тридцатые годы. 
Здесь проводилось изучение главным образом продуктов расщеп- 
ления нуклеиновых кислот. В ходе исследований были выделены 
и изучены мономерные компоненты нуклеиновых кислот. Левин и 
отчасти Гулланд установили структуру углеводных остатков, нукле- 
озидов и нуклеотидов. На основании полученных данных Левин 
выдвинул так называемую тетрануклеотидную гипотезу строения 
нуклеиновых кислот, не подтвердившуюся впоследствии. Отсутствие 
подходящих методов выделения, физико-химической и биологиче- 
ской характеризации нуклеиновых кислот и данных об их роли в 
процессах жизнедеятельности сдерживало развитие исследований 
в этой области. 

3. В начале сороковых годов нашего столетия были получены 
косвенные, а затем и прямые доказательства участия нуклеиновых 
кислот в передаче генетической информации (Эвери, Маклеод и 
Маккарти). Это послужило мощным стимулом развития органи- 
ческой химии нуклеиновых кислот. В результате работ, проведен- 
ных главным образом кембриджской школой под руководством 
Тодда, было полностью доказано строение нуклеозидов и нуклео- 
тидов, разработаны методы их синтеза и установлены основные 
принципы строения нуклеиновых кислот как высокомолекулярных 
соединений. Эти данные, а также результаты изучения нуклеотид- 
ного состава, полученные Чаргаффом, легли в основу гипотезы 
Уотсона и Крика (1953 г.) — одного из краеугольных камней со- 
временной молекулярной биологии. 

4. Последующий этап ознаменован бурным развитием исследо- 
ваний нуклеиновых кислот, в ходе которых тесно переплетались и 
взаимно обогащали друг друга результаты, полученные биологами, 
физиками и химиками. В этот период изучены биосинтез нуклеино- 
вых кислот (Корнберг, Очоа), механизм передачи и реализации 
генетической информации (Крик, Жакоб, Моно, Ниренберг). Боль- 
шое внимание уделялось физической и синтетической химии нук- 
леиновых кислот (Доти, Корана). В исследованиях широко исполь- 
зовались природные и синтетические олиго- и полинуклеотиды, что 
позволило выяснить ряд структурных и функциональных особенно- 
стей нуклеиновых кислот, однозначно установить код белкового 
синтеза. 

5. Наконец, на современном этапе, начало которого можно 
датировать 1965 г., помимо развития биологических и физических 
методов изучения нуклеиновых кислот все большее внимание при- 
влекают химические подходы. Этот период отмечен разработкой 
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крупных дезоксиполи А, агер), снитеЗОИ две 
кк нуклеотидных матриц (Корана), широким 
рганической химии нуклеиновых кислот и их компо- 
нентов, использованием химических методов на всех стадиях ис- 
следования — для выделения, изучения структуры и функций 
нуклеиновых кислот и нуклеопротеидных комплексов. 

Необходимо отметить, что химия нуклеиновых кислот, как и 
всякая химия высокомолекулярных веществ, имеет ряд существен- 
тих отличий от химии соответствующих мономерных компонентов. 

же нуклеозиды и нуклеотиды являются полифункциональными 
соединениями, хотя различие в реакционной способности опреде- 
ленных группировок, входящих в состав четырех обычных типов 
нуклеотидных звеньев, сравнительно невелико. Полинуклеотиды 
представляют собой гигантские молекулы с множеством реакцион- 
ных центров. Особые сложности в химию нуклеиновых кислот вно- 
сят следующие обстоятельства. Реакционная способность отдельных 
группировок в нуклеотидных звеньях зависит не только от условий 
реакции (растворителя, рН, температуры и т. д.), но и от наличия 
и характера взаимодействия отдельных звеньев друг с другом 
(в одной и той же цепи и на комплементарном участке в двухспи- 
ральных двухцепочечных молекулах), а также взаимодействия 
с молекулами белков, ионами металлов и т. д. Все эти взаимодей- 
ствия, как правило, кооперативны, т. е. нелинейно изменяются при 
изменении условий реакции. Модификация одного из звеньев поли- 
нуклеотидной цепи приводит к изменению характера и силы взаи- 
модействия этого звена с соседними звеньями (или с молекулой 
белка в случае нуклеопротеидов), что в конечном счете сказывается 
на реакционной способности звеньев на обширных участках поли- 
нуклеотидной цепи. 

Реакционная способность нуклеотидных звеньев, механизм и 
кинетика реакций, а также строение и свойства модифицированных 
звеньев в первом приближении могут быть изучены на мономерных 
соединениях обычными методами органической и физической хи- 
мии. Однако для учета взаимодействий, сказывающихся на реак- 
ционной способности отдельных нуклеотидных звеньев в составе 
полимера, необходимо исследовать модельные полимерные соеди- 
нения — олигонуклеотиды, монотонные одно- и двухспиральные по- 

линуклеотиды и, наконец, гетерополинуклеотиды. Полученных в 
ходе подобных исследований данных в большинстве случаев бы- 
вает достаточно для рационального использования реакции при 
изучении структуры и функций нуклеиновых кислот. 

Для изучения структуры и функций полинуклеотидов наиболее 
удобным представляется использовать высокоспецифические реак- 
ции, приводящие к образованию с 
звеньев с известными химическими и 


табильных модифицированных 
функциональными свойствами. 
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Однако, в сущности, не известно ни одной реакции, полностью от- 
вечающей этим требованиям. Учитывая это, легко понять, насколь- 
ко важно детальное изучение органической химии нуклеиновых кис- 
лот. К сожалению, зачастую результаты, полученные при исполь. 
зовании химических методов, трактуются весьма поверхностно и 
примитивно, что приводит лишь к дискредитации органохимиче- 
ских подходов к изучению структуры и функций нуклеиновых 
кислот. 

Естественно, что глубина и объем органохимических исследова- 
ний определяются той задачей, для решения которой будет исполь- 
зована реакция. В общем виде эти задачи можно сформулировать 
следующим образом: : 

1. Очистка и фракционирование олиго- и полинуклеотидов. 

2. Изучение первичной структуры нуклеиновых кислот *. 


3. Изучение высших структур нуклеиновых кислот и нуклеопро- 
теидов. 


4. Исследование функциональных (биологических) свойств 
нуклеиновых кислот. 


применение для выделения и фракционирования транспортных 
РНК. 


Для изучения первичной структуры нуклеиновых кислот воз- 
можны три химических подхода: а) последовательное отщепление н 
определение концевых звеньев; б) специфическое расщепление по- 
линуклеотидной цепи по определенным типам звеньев; в) специфи- 
ческая модификация нуклеозидных звеньев полинуклеотида и пря- 


* Здесь и далее мы используем термин «первичная, вторичная, третичная 
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мое электронно-микроскопическое определение распределения этих 
модифицированных звеньев вдоль цепи полимера. 
Путь а (как при использовании чисто химических средств, так 
и при комбинированном использовании химических реакций и фер- 
ментов) предъявляет очень жесткие, практически в настоящее вре- 
мя еще недостижимые требования к специфичности и количествен- 
ности протекающих химических и ферментативных реакций. По- 
этому данный путь используется пока лишь для определения срав- 
нительно коротких концевых последовательностей или для уста- 
новления строения олигонуклеотидов, содержащих до десяти нук- 
леотидных остатков. 
Путь б — специфическое расщепление полинуклеотидной цепи 
на блоки с последующей расшифровкой строения образующихся 
таким путем блоков и воссозданием первичной структуры исход- 
ного полимера — предъявляет значительно менее жесткие требова- 
ния к специфичности и полноте протекания превращений. Расщеп- 
ление проводится однократно, и возникающие при этом ошибки не 
накапливаются. Для избирательного расщепления полинуклеотид- 
ной цепи могут быть использованы химические или химико-фер- 
ментативные методы. В первом случае необходимо, чтобы химиче- 
ская модификация приводила к лабилизации межнуклеотидных 
связей. Такие реакции, обладающие групповой специфичностью 
(разрушение всех пиримидиновых или отщепление всех пуриновых 
оснований), широко используются для изучения распределения 
нуклеотидов в молекуле ДНК. Аналогичные методы для РНК об- 
ладают более высокой специфичностью. Второй метод расщепле- 
ния — химико-ферментативный — заключается в избирательном 
химическом изменении структуры определенных нуклеозидных 
звеньев, приводящем к повышению стабильности соответствующих 
межнуклеозидных связей к действию нуклеаз, и последующем деи- 
ствии нуклеаз. Так, после модификации урацильных ядер гидр- 
оксиламином или карбодиимидом панкреатическая рибонуклеаза 
расщепляет РНК только по цитидиновым звеньям, что равно- 
сильно использованию цитидил-рибонуклеазы, не найденной в при- 
родных объектах. : 

Однако блочный метод определения первичной структуры, не” 
смотря на явные преимущества по сравнению с методом послело- 
вательного отщепления концевых фрагментов, принципиально не 
может быть применен при изучении высокомолекулярных полинук- 
леотидов. По мере увеличения длины цепи количество идентичных 
блоков возрастает, что приводит к неопределенности при воссозда- 

ии исходной структуры. 

х Для а "бервианов структуры полинуклеотидов лю- 
бого типа (РНК или ДНК) и любой длины в настоящее время наи- 
более перспективным кажется путь в. Принцип этохо па р 
стоит в специфической модификации (пометке) каждого 


2 Зак. 614 


Ал 
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четырех нуклеотидов посредством определенной химической реак- 
ции, в результате чего последовательность мононуклеотидов в по- 
лимерной цепи можно непосредственно «рассматривать» под элек. 
тронным микроскопом. Одна из ключевых проблем такого подхо- 
да — специфическое связывание определенных оснований с конт- 
растирующей группой (один или несколько тяжелых атомов, силь- 
но рассеивающих электроны) — может быть решена химическими 
методами. Попытки использования изложенного принципа пред- 
принимаются, однако пока без большого успеха. Это, вероятно, 
объясняется использованием в настоящее время для введения конт- 
растирующих групп таких реакций, специфичность и количествен- 
ность которых исследованы явно недостаточно. Тем не менее если 
учесть, что для определения первичной структуры с помощью 
электронной микроскопии достаточно, по-видимому, 102—103 моле- 
кул полинуклеотида, то становится очевидной актуальность 
разработки методов специфического введения контрастирующих 
групп. 

Как указывалось выше, реакционная способность нуклеотидных 
звеньев существенно зависит от наличия нековалентных взаимодей- 
ствий с соседними звеньями; это позволяет использовать химиче- 
ские методы для изучения вторичной структуры нуклеиновых кис- 
лот. В частности, влияние комплементационных взаимодействий 
оснований на их реакционную способность настолько велико, что 
возможно избирательно модифицировать звенья полинуклеотидной 
цепи, находящиеся в односпиральных зонах, и таким образом опре- 
делить состав и размеры этих зон. Если к тому же известна первич- 
ная структура молекулы, то возможно провести и локализацию та- 
ких односпиральных участков в цепи. Исследования такого рода 
широко проводятся во многих лабораториях при помощи реакций 
с формальдегидом, акрилонитрилом, водорастворимым карбоди- 
имидом, гидроксиламином и другими агентами. 

Значительно слабее влияет на реакционную способность осно- 
ваний межплоскостное взаимодействие, однако и в этом случае 
эффект вполне достаточен; он используется при изучении струк- 
туры однонитевых полинуклеотидов и нуклеотидных коферментов. 

Весьма перспективно использование химических методов для 
изучения высших структур нуклеиновых кислот и нуклеопротеидов 
(фермент-субстратных комплексов, вирусов, рибосом ит. д.) в 
функционально активном состоянии. В этом направлении сделаны 
пока еще первые шаги, но полученные результаты дают все осно- 
вания для оптимизма. Следует отметить, что при изучении первич- 
ной и высших структур нуклеиновых кислот добиваются, как пра- 
вило, максимальной (в пределе — количественной) степени моди- 
фикации определенного типа звеньев или изучают кинетику основ- 
ной реакции. При этом механизм реакции, кинетика промежуточ- 
ных стадий и строение промежуточных продуктов (а при изучении 


_ 
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высших структур — 
мы 
ных реакций. уровень побоч- 
Существенно иного подхода требуют химические методы, ис- 
пользуемые для функциональных (биологических) исследований 
нуклеиновых кислот. Во-первых, при функциональных исследова- 
ниях допустима, как правило, модификация лишь очень малого 
количества мономерных звеньев полимера, поэтому для корреляции 
химических и функциональных изменений необходимо располагать 
сведениями о механизме и кинетике основных и побочных реакций, 
строении и свойствах (включая функциональные свойства) не 
только конечных, но и промежуточных продуктов реакции. Во-вто- 
рых, поскольку модификации подвергается незначительное коли- 
чество звеньев, важно знать не только их количество, но и распре- 
деление по цепи. В-третьих, модифицированные звенья разного 
строения могут иметь различные функциональные свойства, так 
что побочные реакции, даже если их скорость на порядки ниже 
скорости основной, могут вносить существенный вклад в измене- 
ние функциональных свойств полинуклеотида, затрудняя, а иногда 
и делая невозможной рациональную трактовку результатов. По- 
следнее обстоятельство особенно важно учитывать при функцио- 
нальных исследованиях генетических нуклеиновых кислот (ДНК, 
вирусных РНК). Применяемые методы детектирования позволяют 
обнаружить в этом случае изменения отдельных молекул поли- 
мера, которые могут содержаться в анализируемой смеси в незна- 
чительных количествах. При модификации же негенетических нук- 
леиновых кислот (например, транспортной РНК) удается наблю- 
дать лишь суммарное изменение функциональных свойств, причем 
вклад каждого из модифицированных компонентов пропорционален 
его содержанию в смеси. 

Совершенно ясно, что чем более достоверны и точны данные 0 
специфичности, механизме и кинетике реакций, протекающих под 
действием химического агента, а также данные о строении и хими- 
ческих свойствах модифицированных звеньев, образующихся в ходе 
основной и побочных реакций, тем лучше можно будет понять хими- 
ческие основы функциональной специфичности нуклеиновых кислот. 

Изложенный в этом разделе материал свидетельствует об ог- 
ромных возможностях и перспективах развития органической хи- 
мии нуклеиновых кислот. Поэтому чрезвычайно важным представ- 
ляется детальное изучение механизмов и кинетики реакций компо- 
нентов нуклеиновых кислот с различными агентами; поиск и т 
условий реакции на реакционную способность компо у м 
новых кислот и нуклеопротеидов, выяснение характера и природ 


Й й компонентов нуклеиновых кислот 
ионами металлов и т, д. 


нековалентных взаимодеистви 
друг с другом, © белковыми молекулами, 
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Нет сомнений в том, что в ближайшие годы гармоничное разви- 
тие органической и синтетической химии, физической химии и био- 
химии нуклеиновых кислот позволит еще глубже проникнуть в сущ- 
ность процессов, протекающих в живой клетке, понять химические 


механизмы биосинтеза и регуляции, лежащие в основе метабо- 
лизма. 
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СИМВОЛЫ И СОКРАЩЕННЫЕ ОБОЗНАЧЕНИЯ 
ПОЛИНУКЛЕОТИДОВ, ИХ КОМПОНЕНТОВ И ПРОИЗВОДНЫХ 


При написании любого обзорного т 
задачей приведения в более или менее с 


ний, использованных в многочисленных оригинальных работах. Особенно сложна 


решимой или, точнее, весьма уязвимой 


мость» весьма субъективно. Однако, руководствуясь рекомендациями комиссии 
по номенклатуре Международного союза чистой и прикладной 


ривающие унифи- 


роизвольных, Эти 
правила, приведенные ниже, авторы использовали при написании книги. Хоте- 


лось бы надеяться, что в дальнейшем эти правила с минимальными измене 
станут общепринятыми и существенно облегчат читателям понимание не 
данной книги, но и обзоров и оригинальных работ, публикуемых в отечест 
и иностранной печати. 


1. АЛФАВИТ 


Использование кириллицы допускается только для широко распространен= 
ных аббревиатур —ДНК, РНК и приставки «поли» в названиях полимеров. 
Во всех остальных случаях необходимо ‘использовать только латинский алфавит. 
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И. НУКЛЕОЗИДЫ 


1. Обычные нуклеозиды обозначаются первой буквой латинского названия: 


А — аденозин Ч — уридин 
С — гуанозин Т — риботимидин 
С — цитидин М — любой нуклеозид 


2. Для некоторых минорных компонентов нуклеиновых кислот используют 
следующие символы: 


Н 
Т— инозин ^ о — 5,6-дигидроуридин 
Х — ксантозин О — тиоуридин 
{6 
2 
Ф — псевдоуридин С - 6-окси-5,6-дигидроцитидин. 


Другие одно- и двухбуквенные символы для этих нуклеозидов ($0, Н, НЦ, 
СН и др.) использовать не рекомендуется. 

3. Присутствие в нуклеозиде остатка 2’-дезоксирибозы обозначается сим- 
волом «4», который ставится перед символом нуклеозида; при отсутствии его 
подразумевается рибонуклеотид. 

Например: Т — риботимидин (тиминрибозид); АТ — тимидин (тимин-2“- 
дезоксирибозид). 

- 4. В олигонуклеотидах, если все составляющие — нуклеозидные звенья дез- 
оксиряда, символ «4» ставится либо перед символом каждого нуклеозида, либо 
перед символом всего олигомера. В последнем случае символ олигонуклеотида 
заключается в скобки. 

Например: раАраТрасраа@ или а (рАрТрСр@). 

Если в олигонуклеотиде одни составляющие нуклеозиды являются произ- 
водными 2’-дезоксирибозы, а другие производными рибозы, то символ «4» ста- 
вится перед каждым дезоксирибозидным звеном. 

Например: рАрТра@рсС. 

5. В случае присутствия иных (кроме рибозы и 2’-дезоксирибозы) пентоз- 
ных остатков перед символом нуклеозида ставятся символы сахара: а — араби- 
нозы, х — ксилозы и | — ликсозы. Е 

Например: аС — арабинозилцитозин; хИ — ксилозилурацил; 1@ — ликсо- 
зилгуанин. ое : 

6. Для а-аномеров перед символом нуклеозида пишется знак «9». 

Например: @С — а-рибозилцитозин; оЧА — а-9’-дезоксирибозиладенин. 

7. В тех работах, где упоминаются одновременно основания нуклеиновых 
кислот и нуклеозиды, во избежание недоразумений, могущих возникнуть при 
использовании однобуквенных символов, можно использовать следующие трех- 
буквенные символы. 


Основания: 
Аае — аденин Нур — гипоксантин 
Су — цитозин Хап — ксантин 
ца — гуанин ТВу — тимин 
Юта — урацил Ого — оротовая кислота 
Нуклеозиды: 
А4о — аденозин Хао — ксантозин 
Су4 — цитидин ТВа — риботимидин 
@ио — гуанозин Ога — оротидин 
Ота — уридин Адо — 2’-дезоксиаденозин и Т. д. 


по — инозин ; 
Рио — любой пуриновый нуклеозид 
Руд — любой пиримидиновый нуклеозид 
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8. Для других нуклеозидов вплоть до общего соглашения м 
в каждой статье свои обозначения со следующими ограничениями: 

а) сокращение должно быть написано латинским алфавитом; 

6) сокращение не должно совпадать ни с одним общепринятым (для дру. 
гих соединений или группировок) ; 

в) внутри сокращения не должно быть дефисов или запятых; 


г) значения этих сокращений должны быть оговорены в`каждой публи- 
кации. 


ОЖНО вводить 


ИТ. ЗАМЕЩЕНИЕ ПО САХАРНОМУ ОСТАТКУ 


1. Для обозначения остатка моноэфира фосфорной кислоты 


О. 
\ 
5 /АР©ОН)» 


употребляется символ «р». Этот же символ применяется и для обозначения 
остатка диэфира фосфорной кислоты 


О. ОН 
у 
о 


в пирофосфатах и олигонуклеотидах. В последнем случае символ «р» ставится 
между символами двух нуклеозидных звеньев, связанных фосфодиэфирной 
связью. Для обозначения остатка диэфира фосфорной кислоты в олиго- и осо- 


бенно в полинуклеотидах употребляется также знак «-» (дефис). 
Например: 


РАр@рОрС или рА-@-0-С 
*-РАрСрИ».. или —+-.-А-С-Юь, 


2. Символ заместителя (в том числе и фос 
лагается слева от символа нуклеозида, обознач 
зой группы сахарного остатка. Символ, записыв 
озида, — замещение у 3’-гидроксильной группы. 

Например: Ар— аденозин-3’-фосфат, р — уридин-5’-фосфат, ррра@ — 
2'-дезоксигуанозин-5’-трифосфат, рСр — цитидин-37,5’-дифосфат. 

Символ фосфатной группы, расположенной У 2’-гидроксильной группы ри- 
бозы рибонуклеозида, помещается справа от символа нуклеозида, и между ними 
в скобках отмечается положение заместителя. 

Например: С (2/)р — гуанозин-2/-фосфат. 

3. Бифункциональный фосфатный заместитель 
ложениям нуклеозида, помещается сп 
от него знаком «>». 

Например: С > р— цитидин-2”,3’-циклофосфат. 

Если бифункциональный фосфатный заместитель присоединен по 3,5” 
2',5'-положениям, то перед знаком «>» в скобках пишутся цифры, 
положение этого заместителя. 

Например: А(3,5/) >р — аденозин-3’,5-циклофосфат. 

4. Для других (кроме фосфатных) заместителей по гидроксильным группам 
сахарного остатка нуклеозидов могут быть рекомендованы следующие символы: 


фатных групп), если он распо- 
ает замещение у 5’-гидроксиль- 
аемый справа от символа нукле- 


‚ присоединенный по 2”,3/-по- 
рава от символа нуклеозида и отделяется 


- ИЛИ 
указывающие 


Ме-— метил В2 — бензоил (не бензил) 
ЕЁ — этил Тг— тритил 
Ас — ацетил 
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ТУ. ЗАМЕЩЕНИЕ ПО ГЕТЕРОЦИКЛИЧЕСКИМ ОСНОВАНИЯМ 


Символы заместителей в гетероциклических основаниях мономерных ком- 
понентов нуклеиновых кислот и олиго- и полинуклеотидов рекомендуется поме- 
щать над символом соответствующего нуклеозида. Положение такого замести- 
теля указывается верхним цифровым индексом при символе заместителя, число 
замещающих групп о индексом. 


Ме 
Напр ы ер: рА — 1-метиладенозин-5’-фосфат (замещение по основанию); 
@2 
‚..-А-0-С-С-С-А .-. — полинуклеотид с остатком диметилгуанозина в цепи (за- 
мещение по основанию). 


У. ПОЛИНУКЛЕОТИДНЫЕ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ 


1. В олигонуклеотидах (или фрагментах полинуклеотидов) с известной по- 
следовательностью и природным (3’-> 5’) типом межнуклеозидной фосфодиэфир- 
ной связи символы нуклеозидов разделяются символом «р» или «<->» (дефисом). 
Например: рАр@рАрТ или рА-Ч-А-Т 
Для полинуклеотидов предпочтительно использование знака «> (дефис). 
Например: ** .-А-С-@-С-С-0-@-А-А-Ц... 
При любом способе сокращенной записи полинуклеотидной последователь- 
ности ее следует располагать так, чтобы справа находился 3’-конец цепи, сле- 


ва — 5’-конец. Это в равной мере относится как к полной последовательности 
полинуклеотида, так и к его отдельным фрагментам. 

Например: 

5’-конец 3’-конец 
ра-А-Ч.. .-А-0-9-9-С-6-А-6-Ч-..-С-С-А 

9. Если последовательность звеньев неизвестна, символы нуклеозидов заклю- 
чают в скобки и разделяют запятыми. 

Например: +. -(А, @, С)... 

Частично известные последовательности обозначаются следующим образом 


(пример): авик Че. 


3. Концевые фосфатные и пирофосфатные группировки в олиго- и поли- 
нуклеотидах обозначаются символами «р», «рр» и т. д. 
Например: рррА-С-@-0-* + з 
4. В случае неприродной межнуклеозидной фосфодиэфирной связи рядом © 
символом межнуклеотидной связи В скобках указываются номера атомов, при 
которых находятся гидроксильные группы, образующие фосфоэфирную связь. 
Например: ее 
Ср(2/->5)А или С-(2'>5/) А. — цитидилил-(2 ->5')-аденозин 
0 (5'->5)рРЫ или 0(5/->5/)-Ц — уридилил-(5'°->5))-уридин 


У1. ПРИРОДНЫЕ ПОлиНУКЛЕОТИДЫ 


1. Природные полинуклеотиды обозначаются тривиальными аббревиатурами 
и записываются кириллицией; функциональная ХараеТарНОНиН Но 
строчной буквой перед аббревиатурой, которая от нее не отделяет р 
валом, ни дефисом, ни запятой: 

РРНК — рибосомальная РНК 

иРНК — информационная РНК 

тРНК — транспортная Е 

В ряде а ее характеристики РНК иСПоаьауют КОТА ПОВ 
тации. В таких случаях характеристика отделяется от а ревиатур р 
и рекомендуется следующий способ написания (пример): 
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165 РНК —РНК, имеющая константу седиментации 16 единиц Сведберга, 

2. Индивидуальные транспортные РНК помечаются справа вверху символом 
соответствующей аминокислоты. 

Например: тРНКУа! — индивидуальная тРНК, способная акцептировать 
и переносить остаток валина. ы 

Для изоакцепторных ТРНК пишется дополнительный индекс справа внизу. 


Например: тРНКУ"!, тРНК5". 
Аминоацилированные индивидуальные тРНК обозначаются, например, так: 
Уа-тРНКУ"; А!а—тРрНКСУ®, 


УП. СИНТЕТИЧЕСКИЕ ПОЛИНУКЛЕОТИДЫ 


1. Монотонные полинуклеотиды с неизвестным числом звеньев обозначаются 

поли-М или (№) „. Если точное или среднестатистическое число звеньев известно, 
> ТО рекомендуется следующее написание (пример): 
0 — декауридиловая кислота 

10— олигоуридиловая кислота со средним числом нуклеотидных звеньев 
в цепи, равным 10. 

- Смешанные полинуклеотиды с известной последовательностью записы- 
ваются следующим образом (пример): 

поли-(А-0) или (А-О) „ — полимер аденилилуридиловой кислоты. 

Если распределение нуклеотидных звеньев вдоль цепи статистическое или 
неизвестно, то полимеры записываются, например, так: 

поли-(А, С) или (А, С) » — сополимер адениловой и цитидиловой кислот с 
соотношением мономерных единиц |: 1; 

поли- (С, С) или (Оз, С) — сополимер гуаниловой и Цитидиловой кислот 
© соотношением мономерных единиц 2: и 

(АО) 55 — сополимер адениловой и уридиловой кислот с соотношением мо- 
номерных единиц 2: | и средним числом звеньев 150; 

поли-(4А-АТ), или поли-а(А-Т), или (АА-ЧТ)„, или [9 (А-Т)]» — полимер 
дезоксиаденилилдезокситимидиловой кислоты. 

В случае изображения полной последовательности нуклеотидных звеньев в 
полимере или ее части, прилегающей к какому-либо концу цепи, концевые груп- 
пировки обозначаются особо (см. раздел У. 3). 


УП. КОМПЛЕМЕНТАРНЫЕ ПАРЫ 


1. Комплементарные пары оснований при упоминании в тексте пишутся че- 
рез точку. 
Например: ‹«...прочность взаимодействия комплементарной пары гуа- 
Нин. цитозин выше, чем для нары аденин - тимин...». 
Аналогично изображаются и комплементарные пары нуклеозидов. 
Если речь идет о составе полинуклеотида, то мономерные составляющие 
единицы разделяются знаком «-». 
Например: «<... повышение содержания в ДНК гуанина +- цитозина при- 
водит к повышению Ги....». 
2. При изображении развернутых структур комплементарные (поперечные) 
взаимодействия обозначаются точками: 
Например: -..-А-С-0-С-Ц... 
ера 
...-0-С-А-а-С... 
3. В случае двухспиральных двухцепочечных комплексов сокращенные на- 
звания компонентов комплекса разделяются точкой. 
Например: (поли-А). (поли-0) или (А) п: (0) — двухспиральный комз 
плекс полиадениловой и полиуридиловой кислот, 


ГЛАВА 1 


——— ГЛАВАТ 


СТРОЕНИЕ НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ 


1. ВВЕДЕНИЕ 


Нуклеиновыми кислотами принято называть фосфорсодержа- 
щие биополимеры, построенные из остатков нуклеозидов — М-гли- 
козидов пентоз, производных гетероциклических оснований ряда 
пурина или пиримидина; остатки нуклеозидов соединены в поли- 
мерной цепи фосфодиэфирными связями. При расщеплении нуклеи- 
новых кислот образуются с высоким выходом нуклеозиды или их 
фосфорные эфиры — нуклеотиды. 

Углеводный компонент нуклеиновых кислот может быть О-рибо- 
зой или 2-дезокси-Р-рибозой. 


5 
‘СН»он сн»он 


В соответствии с этим различают рибонуклеиновые кислоты (РНК) 
и дезоксирибонуклеиновые кислоты (ДНК). | 
Нуклеозиды являются В-М№-пентофуранозидами ЗЕ 
ческих оснований, их структуру можно пра формулами = 
ТУ. Обычно как в состав РНК, так и в состав ДНК входят ен 
по меньшей мере четырех нуклеозидов. Обычными ОЕ о 
РНК являются аденозин Та, гуанозин Па, цитидин : ыы и т 
Уаз в случае ДНК из чето о тановии би дезок 
леозидов три — дезоксиаденози ; ты 
16 — содержат те же основания, что и р у - 
Че Е Т\/б — отличается от соответствую 
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щего рибонуклеозида (уридина) наличием дополнительной метиль- 
ной группы в гетероциклическом основании. 


2 


но в 
на (В=ОоН) 
иб (В=Н) 


ша (В=ОН) 1Уа (В=ОН. ВН) 
шб (В=Н) 16 (К=Н, ВЕСНЗ) 


Нуклеозиды, являющиеся мономерными 
леиновых кислот, связаны друг с другом ф 
зями и образуют цепь полинуклеотида. Фо 
ровка связывает между собой 3’-гидроксильную группу остатка 
одного нуклеозида с 5’-гидроксильной группой остатка соседнего 
нуклеозида. Таким образом, полинуклеотидная цепь нуклеиновых 
кислот представляет собой линейную структуру, в которой моно- 
нуклеозиды связаны между собой 3’, 5'-фосфодиэфирными связя- 
ми, причем мононуклеозиды расположены в цепи в строго опреде- 
ленной для данной нуклеиновой кислоты последовательности. Об- 


составляющими нук- 
осфодиэфирными свя- 
сфодиэфирная группи- 


и. 


1. ВВЕДЕНИЕ 
27 


щая структура РНК и ДНК может 
аи и быть представлена приведен- 


нос, ов’ 
в 
0=р— осн; в’ 
НО 
(е) 
а 
мы п 
в ОСН? © В 
НО 
но К 
У 
В’....В.....В” остатки оснований 


В=Н (в случае ДНК) 
_В=ОН (в случае РНК) 


Как видно из схемы, в дезоксирибонуклеиновой кислоте все мо- 
номерные звенья, за исключением концевых, не содержат свобод- 
ных гидроксильных групп; в рибонуклеиновых кислотах, напротив, 
мономерные звенья полинуклеотидной цепи имеют свободную гидр- 
оксильную групну при С-0’, соседнюю с фосфодиэфирной груп- 
пировкой. Это различие в структуре определяет глубокое различие 
в физико-химических свойствах РНК и ДНК. 

Решающее значение для понимания биологических функций 

нуклеиновых кислот имело выяснение того факта, что возможно 
специфическое нековалентное взаимодействие между определен- 
ными парами оснований, входящими В состав остатков нуклеози- 
дов полинуклеотидной цепи. Такое взаимодействие за счет образо- 
вания водородных связей происходит между так называемыми 
«комплементарными парами» оснований; таковыми являются пары 
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природных оснований аденин —тимин (\У1а) и гуанин — цитозин 


(\1б). 
к я 
г —н...0 сн, = 20..-Н-—М 
а $ а ее у 
и = м хм м 
О ‚м-н--.0 \ 


\У1а з Н 


Предположение о существовании такого взаимодействия было 
впервые высказано при изучении макромолекулярной структуры 
ДНК (гипотеза Уотсона — Крика) *; в дальнейшем это предполо- 
жение получило обширное экспериментальное подтверждение 
(подробнее см. гл. 4) и является в настоящее время одним из 


краеугольных камней молекулярной биологии и молекулярной 
генетики. 


Наряду с белками, полисах 
кислоты являются необходимым 


лее простых, па- 


разитических форм жизни — вирусов. Частицы вирусов состоят 


часто лишь из белка и ДНК или РНК. 
Для гистохимического и цитохимического 
новых кислот в живых клетках (обзоры и мон 


ткани, как ДНК или РНК, является исчезновение 
УФ-поглощения или цитохимической реакции после о 
за препаратами нуклеаз — ферментов, катализирую 


* Для ДНК характерно существование в раство 
образующихся из двух полинуклеотидных цепей, 
счет взаимодействия комплементарных оснований ра 
ного взаимодействия между основаниями в одной 
плексы называют двухцепочечными, двухнитевыми 


рах в виде комплексов, 
которые стабилизуются за 
зличных цепей и гидрофоб- 
и той же цепи. Такие ком- 
или двухтяжевыми, 


Ио жреаании 


|. МЕТОДЫ ПОЛУЧЕНИЯ И ХАРАКТЕРИЗАЦИИ ДНК. ОСНОВНЫЕ ВИДЫ ДНК 29 


мерных нуклеиновых кислот до низкомолекулярных соеди- 
Этот признак — расщепление полимерного препарата до низко- 
молекулярных соединений под действием РНК-аз или ДНК-аз 
(нуклеаз, расщепляющих соответственно РНК и ДНК) — имеет 
решающее значение и при идентификации выделенного из клетки 
полимера как нуклеиновой кислоты; другие характерные свойства 
препаратов нуклеиновых кислот — это ультрафиолетовое поглоще- 
ние с максимумом около 260 ммк и присутствие фосфора и рибозы 
или 2-дезоксирибозы, что можно легко доказать соответствующими 
колориметрическими реакциями (обзоры — см.5 4). 


|, МЕТОДЫ ПОЛУЧЕНИЯ И ХАРАКТЕРИЗАЦИИ ДНК. 
ОСНОВНЫЕ ВИДЫ ДНК 


Как уже отмечалось, ДНК является необходимым компонентом 
всех живых клеток, а также входит в состав многих вирусов. К их 
числу относится большинство бактериофагов и вирусов насекомых 
и почти все известные вирусы животных. 

Главной задачей при выделении ДНК из природных объектов 

_ является отделение ДНК от других биополимеров — белка, РНК и 
полисахаридов. 

В современных методиках выделения ДНК (обзоры — см.) 
основной стадией является обычно экстракция биологического ма- 
териала фенолом °. При этом ДНК после разделения слоев пере- 
ходит в водный слой или остается в виде осадка в интерфазе, 
а бблышая часть белка денатурирует и переходит в фенольный 
слой. Для удаления белка из препаратов ДНК используют также 
обработку детергентами 10, смесью хлороформ — изоамиловый (или 
октиловый) спирт 1% 12, а также инкубацию с протеолитическими 
ферментами, например с проназой '3. РНК отделяют от ДНК фрак- 
ционным осаждением спиртом и обработкой препарата рибонуклеа- 
зами. Большая часть полисахаридов обычно удаляется при фрак- 
ционном осаждении этанолом или изопропанолом; в некоторых слу- 
чаях приходится применять дополнительную очистку (экстракция 
метилцеллозольвом, фракционирование цетавлоновых солей, элек- 
трофорез). З 2 

: р проблемой при выделении ДНК является край- 
няя чувствительность длинных линейных молекул к гидродинами- 
ческому сдвигу. При перемешивании или фильтровании раствора 
и засасывании его в пипетку в линеиных молекулах большой 


механизм действия нуклеаз более подробно рассмотрены 
тельности нуклеотидов в нуклеиновых кисло- 
тих вопросов, касающихся нуклеаз, можно 


* Специфичность и 
в разделе об определении последова 
тах (см. стр. 67); обсуждение других, 
найти в недавно вышедшей монографии “. 
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длины возникают напряжения, достаточные для разрыва ковалент. 
ных связей", что приводит к фрагментированию молекул ДНК. 
Вследствие этого в современных методиках выделения ДНК подоб. 
ные операции стараются свести до минимума, хотя это И Может 
приводить к уменьшению выхода ДНК и худшей депротеиниза. 
ции 5. Полученные препараты ДНК характеризуют обычно моде. 
кулярным весом и составом оснований. 


Для определения молекулярного веса ДНК (обзоры — см, 16, и) 
наиболее широко используются методы, 


следнее из этих ь Е 
130. 108. 
Подобное же эмпирическое 


уравнение было предложено для за- 
висимости вязкости от молек 


улярного веса для двухцепочечных 
комплексов ДНК 2, Ограниченное применение для определения 
молекулярного веса находят методы светорассеяния 7, они пригод- 
ны приблизительно до значений мол. веса 25. 106. 

Единственно надежным аб 


на авторадиографии молекул ДНК, 
меченных 3Р; подсчет «звезд» на эмульсии фотопластинки позво. 
ляет определить количество атомов фосфора в исследуемой моле- 


в немногих случаях. Гораздо другой метод, ос- 
нованный на непосредственном наблюдении молекул ДНК — изме- 
рение длины молекул под электронным микроскопом 25 (обзор — 
см.6). Исходя из данных рентгеноструктурных исследований двух- 
спиральных комплексов ДНК, показывающих, что длине двухцепо- 
чечного комплекса 1 А соответствует мол. вес. 192, можно опреде- 
лить значение молекулярного веса полученного препарата. Нако- 
нец, в последнее время начали применять методы определения мо- 
лекулярного веса, основанные на химическом определении конце- 
вых групп (см. стр. 44). 

Для определения нуклеотидного состава ДНК используют 
обычно количественную хроматографию пуриновых и пиримидино- 
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вых оснований или нуклеотидов, полученных после расщепления 
полимера (подробнее — см. стр. 58). С нуклеотидным составом 
ДНК однозначно связаны два физических свойства двухцепочеч- 
ных комплексов, которые часто используются для характеристики 
полученных препаратов ?, 28. Одно из них — так называемая «тем- 
пература плавления» Ти — это температура, при которой происхо- 
дит распад двухцепочечного комплекса на одноцепочечные моле- 
кулы; этот процесс легко наблюдать по изменению УФ-поглощения 
или оптического вращения раствора (подробнее см. в гл. 4). Дру- 
гая характерная константа ДНК — «плавучая плотность» р — мо- 
жет быть определена из результатов равновесного ультрацентри- 
фугирования 29. Такое центрифугирование проводят обычно в раст- 
ворах солей, обладающих высокой плотностью; чаще всего при- 
меняют хлорид или сульфат цезия. При длительном центрифуги- 
ровании устанавливается градиент плотности раствора, а ДНК со- 
бирается в узкой зоне, где существует равновесие между центро- 
бежной силой и выталкивающей силой, которая определяется раз- 
ностью плотности осаждаемого вещества и применяемого солевого 
раствора в данной зоне. Равновесное центрифугирование в гра- 
диенте плотности Сз С1 может служить не только аналитическим 
методом для характеристики препарата ДНК, но и полезным пре- 
паративным методом для разделения ДНК, различающихся по 
нуклеотидному составу. Подобным же образом препаративное 
ультрацентрифугирование в градиенте плотности сахарозы исполь- 
зуется для разделения молекул ДНК, различающихся по скорости 
седиментации. 

Для фракционирования ДНК могут быть использованы и хро- 
матографические методы. Наибольшее распространение получила 
хроматография на колонках с метилированным альбумином на ки- 
зельгуре (МАК)? или с фосфатом кальция (оксиапатитом) 3". 
В последнее время для фракционирования ДНК начинают приме- 
няться и методы противоточного распределения 32, для этой цели 
используют распределение между несмешивающимися водными 

творами декстрана и полиэтиленгликоля, 

ДНК аа фагов (обзоры — см. га 495). Выделение ДНК 
из вирусов является относительно простой задачей, поскольку 
вирусные частицы могут быть получены в высокоочищенном со- 
стоянии и во многих случаях для получения ДНК необходимо лишь 
отделить белок. В этом случае можно применять максимально мяг- 
кие методы выделения 3", например депроавнитары концентри- 
рованным раствором перхлората натрия 3. Операции, а 
гидродинамический сдвиг, можно свести к я а 
русов удается получать в высокополимерном состо - Шр т 
- выделения вирусных ДНК и их нативность легко контролировать, 
так как эти соединения имеют легко измеряемую количественно 


биологическую активность (инфекционность). 
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Большая часть вирусов и фагов содержит ДНК в виде двух- 
цепочечного комплекса с мол. весом 30—200. 108. Излюбленным 
объектом для выделения фаговых ДНК являются бактериофаги | 
серии Т, поражающие Езспейсма сой; значительное внимание 
г было уделено также изучению ДНК бактериофагов Л, а и $Р8, Из 
= вирусов животных наиболее подробно изучались ДНК вирусов про- 
> стого герпеса, осповакцины, а также вирусов полиомы, папилломы 
3 и аденовирусов (ДНК последних имеет значительно меньший моле- 
я кулярный вес — порядка 4—5 . 106). 
Существует группа мелких бактериофагов (ФХ!174, 4, $13 
3 и др.), в состав которых входит одноцепочечная ДНК с довольно 
= низким молекулярным весом. Для ДНК бактериофага ФХ174 най- | 
дено значение мол. веса 1,7 . 106. 
Из клеток, зараженных фагом ФХ!174, наряду с одноцепочеч- 
ной ДНК, присутствующей в вирусных частицах, можно с помо- 
щью центрифугирования в градиенте плотности и хроматографией 
-] на МАК получить двухцепочечный комплекс ДНК с вдвое боль- 
2] шим молекулярным весом — так называемую «репликативную 
форму» ДНК фага ФХ!74. Присутствие в зараженной вирусом 
клетке форм вирусной ДНК, отличающихся по своей структуре 
от ДНК вирусных частиц, показано и для многих других ви- 
русов. 
Определение содержания ДНК на одну вирусную частицу по- 
казывает, что обычно в состав частицы входит либо одна молекула 
ДНК, либо один двухцепочечный комплекс. Естественно поэтому 
ожидать, что препараты ДНК, выделенные из вирусов, будут ин- 
дивидуальными в химическом смысле молекулами ДНК или по 
крайней мере комплексами из двух индивидуальных молекул. Это | 
предположение оправдывается во многих случаях, причем иногда 
удается после разрушения двухцепочечного комплекса разделить 
с помощью равновесного центрифугирования индивидуальные по- 
линуклеотидные цепи. | 
Однако не всегда дело обстоит так просто. В некоторых слу- | 
. чаях макромолекула ДНК фаговой частицы состоит не из двух 
длинных полинуклеотидных цепей, а из нескольких более коротких 
цепей (например, ДНК фага Т5). В других случаях (в частности, 
ДНК фага Т2) препарат ДНК из вирусных частиц содержит смесь 
молекул, отличающихся по своей химической структуре за счет 
«циклически переставленных» фрагментов, как, например 
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где а, 6, м. & — некоторые участки одной полинуклеотидной це- 
ПИ: аа: 05... >, 5’ — комплементарные участки другой цепи. 
днк клеточного ядра (обзоры — см. ” '', 4-4). В ядре клеток 
бактерий и других микроорганизмов ДНК можно наблюдать в ви- 
де нитевидных структур, толщина которых, по данным электронной 
микроскопии, соответствует толщине двухспирального комплекса 
ДЕК. 
Генетические данные позволяют предположить, что в состав 
клеточного ядра бактерий входит одна молекула ДНК чрезвы- 
чайно высокого молекулярного веса. После разрушения бактерий 
в очень мягких условиях удалось наблюдать ““ с помощью метода 
авторадиографии структуры ДНК, длина которых соответствует 
мол. весу ^—2800. 106. Современные методы выделения нуклеи- 
новых кислот не позволяют получить такие огромные молекулы в 
интактном состоянии. Даже при самом тщательном выделении пре- 
параты ДНК имеют значительно меньший молекулярный вес. Так, 
из НетормИз тНиепгае получен препарат ДНК 5, 46, поведение 
которого при ультрацентрифугировании и длина под электронным 
микроскопом соответствуют мол. весу 400 . 108, а из ВасШиз зиБИИ$ 
и Езспемсша сой — препараты 13 с мол. весом ^—250. 106. Полу- 
ченные образцы содержат довольно значительное количество белка 
и РНК; при более эффективной депротеинизации и удалении РНК 
молекулярный вес падает “^› “8 до 120. 108. При обычных же мето- 
диках получения ДНК ® 12 31, 49, 5 выделяют двухцепочечный комп- 
лекс с мол. весом 10 — 30.108 (это соответствует приблизительно 
одной сотой части интактной молекулы бактериальной ДНК). 
Естественно ожидать, что полученные препараты бактериальной 
ДНК являются многокомпонентными смесями и выделение индиви- 
дуальных соединений из этих смесей представляется при современ- 
ных методах фракционирования. весьма затруднительным. ‚ 
Генетические данные показывают, что помимо основной массы 
ДНК бактерии внутри клетки имеются элементы генетического ма- 
териала, которые могут функционировать независимо. Такие эле- 
менты известны под названием «эписом» или «плазмид»; некоторые 
из них были выделены и идентифицированы как Ву пене 
комплексы ДНК с относительно низким молекулярным весомо . 
Представляется вероятным, что полученные препараты эписомных 
ДНК являются химически индивидуальными В ты 
В ядрах клеток высших животных и растений ДНК р т 
состав сложного морфологического образования — хромосомы ®* ”, 
главным компонентом которого помимо ДНК являются основные 
белки — гистоны, в небольших количествах присутствует также 
РНК и негистонные белки. Молекулярная организация ее 
. сложна и еше не вполне выяснена; установлено, во всяком С уч: ь 
что внутри одной клетки содержится набор гетерогенных молеку. 
м екул ДНК внутри 
ДНК. Вопрос о размерах интактных мол | 


3 Зак. 614 
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хромосом остается открытым. Авторадиографическим методом уда. 
лось наблюдать 8 нити ДНК, достигающие длины 1,8 мм, что п ы 
близительно вдвое превосходит длину молекул интактной бакте. 
риальной ДНК“; в другой работе получены даже НИТИ ДЛИНОЙ 
более 2 см. Так или иначе, существующие методы выделения ДНК 
из тканей животных ?', 6 приводят к препаратам существенн 
шего молекулярного веса (50—60 . 105). 


Хотя доступные в настоящее время препараты ДНК бакте 
животных и растений, несомне 


о мень- 


рий, 
ком- 


ляющихся, таким образом, ос 
из препаратов ДНК бактерий 
противоточного распределения 
сахарозы, хроматографии на 
с МАК получены фракции, сво 
ствам одноцепочечно0ой ДНК 
что такая ДНК является 
ведении ДНК в клетке. 


При равновесном центрифугировании в градиенте плотности 
С$С] препаратов ДНК многих животных и 


еля таких по- 
=70, 48 и ДНК- 
. Их количество 
составляет от 10 до 30% 
; мол. вес. ДНК- 


является легкая ренатурируемость, 
т. е. способность двухцепочечного комплекс 


а восстанавливаться 
после разрушения. 

Внеядерная ДНК (обзоры — см. 75-78, 503 
`ческим данным, основная масса ДНК соср 
ядре, было показано присутствие ДНК и 
частицах 79. Этот цитохимический вывод п 
ДНК из митохондрий и хлоропластов. 


). Хотя, по цитохими- 
едоточена в клеточном 
в других субклеточных 
одтвержден выделением 


* В русской литературе для названия этого класса полинуклеотидов иног 
употребляют термин «сателлитная ДНК». По нашему мнению, ря ДНК. 
«спутник» ближе по смыслу к английскому термину «за{е Не» ОМА. 
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Выделение ДНК из митохондрий 88? основано на тех же мето- 
дах, которые используются для выделения ДНК из клеточного 
ядра; в этом случае, однако, предварительно выделяют соответ- 
ствующие субклеточные частицы и перед разрушением обрабаты- 
вают их ДНК-азой, что позволяет удалить возможную примесь 
ядерной ДНК. Исследование физических свойств митохондриаль- 
ных ДНК, выделенных из разных источников, показывает, что во 
многих случаях этот вид ДНК отличается от ядерной ДНК по пла- 
вучей плотности и температуре плавления и, следовательно, имеет 
другой нуклеотидный состав. Митохондриальная ДНК имеет 
мол. вес 8387 около 10:108 и существует в виде двухцепочечного 
комплекса, который обладает способностью легко ренатурировать. 

Для выделения ДНК из хлоропластов 8 используют тот же 
самый прием, что и при выделении митохондриальной ДНК, — об- 
работку субклеточных частиц ДНК-азой перед их разрушением. 
В этом случае, однако, не удается добиться полного удаления ядер- 
ной ДНК, и ДНК хлоропластов очищают далее равновесным цент- 
рифугированием в градиенте плотности СзС1. Наиболее подроб- 
ному исследованию подвергалась ДНК из хлоропластов зеленой 
водоросли Еив{епа &гас 5"; она отличается от ДНК ядра по со- 
ставу оснований и существует в виде двухцепочечного комплекса 

с мол. весом 10. 108. 

Изложенный материал показывает, что внутри каждой живой 
клетки существует несколько типов дезоксирибополинуклеотидов, 
различающихся по своему составу и свойствам. Биологическая 
функция всех типов ДНК не выяснена окончательно, хотя, по со- 
временным представлениям, она во всех случаях аналогична — 
обеспечение возможности самовоспроизведения клетки (или суб- 
клеточной частицы), хранение и перенос генетической информации 
и, наконец, обеспечение синтеза РНК, участвующей далее в синте- 
зе белков в клетке. 


1. МЕТОДЫ ПОЛУЧЕНИЯ И ХАРАКТЕРИЗАЦИИ РНК. 
ОСНОВНЫЕ ВИДЫ РНК 


Подобно ДНК, РНК является необходимым компонентом всех 
живых клеток. Она входит, кроме того, в состав всех исследован- 
ных вирусов растений, а также ряда бактериофагов, многих виру- 
сов насекомых и животных. В то время как биологические функции 
ДНК разных типов, по-видимому, сходны, разные типы РНК имеют 
различные биологические функции. Функции вирусной РНК, по-ви- 
димому, аналогичны вирусной ДНК, т. е. этот тип РНК содержит 
тенетическую информацию, необходимую для построения вирусной 
частицы, передает ее из поколения в поколение и, кроме того, обе- 
спечивает синтез необходимых для построения вирусных частиц 
ферментов и белков вирусной оболочки. Как хорошо известно, 
в живой клетке различают по крайней мере три типа РНК, отли- 


3* 
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чающиеся по своей биологической функции. Во-первых, это рибо- 
сомальная РНК, входящая в состав структуры субклеточных ча- 
стиц, в которых происходит синтез белка. Далее, существует отно- 
сительно низкомолекулярная РНК, которая способна соединяться 
с аминокислотами, причем образующиеся аминоацильные произ. 
водные служат исходными веществами при биосинтезе белка; эта 
фракция РНК известна под названием транспортной РНК *. Нако- 
неп, показано существование так называемой «информационной 
РНК» **, последовательность нуклеотидов в которой определяет 
последовательность аминокислот в белке. 

Методы выделения РНК 
близки к методам выделения 
клеточных частиц для пол 
лом % 9%; остаточный белок 


фракционным 
центрифугированием в градиенте плотности са- 


харозы %, 97, методами хроматографии 35, 98, 99° и электрофореза 
в геле 100-103, 


арактер 
как и в случае ДНК, молекулярный ве 
Молекулярный вес РНК можно 


рованием в градиенте сахарозы. 


рических урав- 
нений, связывающих константу седиментации *** 


в определенных 


* Иногда применяют термины «растворимая РН 
** Иногда используют термин «мессенджер-РНК». 

*** Для устранения влияния вторичной структуры предложено оп еделять 
хонстанту седиментации в диметилсульфоксиде 6 или в присутствии а 


К» и «адапторная РНК». 


дегида 197, 
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условиях и молекулярный вес 105197; чаще всего применяется урав- 
нение, выдвинутое '57_Д. С. Спириным. Определение нуклеотидного 
состава РНК основано обычно на количественном анализе нуклео- 
тидов, образующихся после расщепления полимера (см. стр. 58). 

Во многих случаях для характеристики препарата РНК предпо- 
читают использовать не значение молекулярного веса, а величину 
константы седиментации или электрофоретическую подвижность, 
которая хорошо коррелирует с константой седиментации 108, 

РНК вирусов (обзоры — см. 109-12). РНК вирусов выделяют 
обычно из очищенных вирусных частиц с помощью фенольного или 
детергентного метода (типичные методики — см.13-И6в). Как пра- 
вило, нуклеиновые кислоты вирусов существуют в виде одноцепо- 
чечной молекулы с мол. весом 1—3. 108, хотя известны примеры 
значительно более низкого молекулярного веса. Так РНК одной из 
разновидностей фага Ов имеет мол. вес —2. 105, что соответствует 
содержанию 550 остатков нуклеотидов 7. Излюбленными объек- 
тами изучения являются РНК из вируса табачной мозаики и ви- 
руса желтой мозаики турнепса, полиовирусов животных и вирусов 
гриппа. Наконец, значительное число работ посвящено исследова- 
нию вирусов бактериофагов, таких, как 12, М52, В17, М1, Н, Ов 
и др. Нативность выделяемой вирусной РНК можно контролиро- 
вать с помощью биохимического теста — по способности инфици- 
ровать организмы, являющиеся хозяином данного вируса. 

Известна небольшая группа вирусов, РНК которых существует 
в виде двухцепочечного комплекса; при выделении РНК получают 
обычно несколько компонентов. К числу таких вирусов относятся 
реовирус 8, вирус опухолей ран растений 1 и вирус карликовой 
кустистости риса 129. 

Двухцепочечный комплекс, построенный из исходной (--)-цепи 
вирусной РНК и комплементарной к ней (—)-цепи РНК, синтези- 
рующейся в организме хозяина при вирусной инфекции, является 
промежуточным продуктом при воспроизведении вируса в клетке 
(«репликативная форма»). Для такого комплекса характерна 
устойчивость к действию небольших концентраций РНК-азы, он 
может быть выделен и отделен от других форм РНК с помощью 
центрифугирования в градиенте плотности или хроматографии на 
МАК (см., например,121). 

РНК рибосом (обзоры — см. 4, 122-18). Большая часть РНК 
живой клетки сосредоточена в цитоплазме и локализована в рибо- 
нуклеопротеидных гранулах, называемых рибосомами. Эти гра- 
нулы могут находиться в цитоплазме в свободном состоянии; 
в клетках животных и растений они обычно связаны с мембранами 
эндоплазматической сети, образуя так называемый «шероховатый 

эндоплазматический ретикулум». Рибосомы могут быть препара- 
тивно выделены ультрацентрифугированием и использованы в ка- 
честве исходного объекта для получения рибосомальной РНК. 


3 ГЛ. 1. СТРОЕНИЕ НУКЛЕИНОВЫХ кислот 


Предварительное выделение рибосом не является, рек необхо. 
димым, так как рибосомальная РНК составляет до 85% всей РНК 
клетки и может быть легко отделена от других компонен- 
тов 126-128, 

При хроматографировании на МАК или центрифугировании 
в градиенте сахарозы РНК рибосом может быть разделена на три 
компонента. Два из них, открытые раньше, получили название «тя- 
желого» и «легкого» компонентов; третий компонент, известный под 
названием «55 РНК», может быть легко отделен от основной мас- 
сы рибосомальной РНК 129-130, 

Тяжелый компонент рибосомальной РНК в препаратах, полу- 
ченных из тканей животных и растений, имеет константу седимен- 
тации 28—325; для РНК, полученной из рибосом бактерий, харак- 
терно значение константы седиментации 23$. 9 
молекулярному весу приблизительно 1,6 . 108 
ных и растений и 1,1 . 108 

Легкий компонент ри 
ментации 16—18$, что отвечает 


количество его может достигат 
Транспортная РНК обладает 


личественно измерена; 
зуется для очистки тРНК. 
Отделение тРНК от других видов РНК может бы 
с помощью фракционированного осаждения, 
других хроматографических методов. Относит 


ть достигнуто 
гель-фильтрации и 
ельно низкомолеку- 


ту седи- 
онент 58. 
инуклео- 


рибосом 
комплек- 
‚. рава 
8$ РНК 
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лярный характер тРНК (мол. вес —3. 104) позволяет осуществить 
Ия фракционирование смеси тРНК (обзоры — 
ие а. уе этого используют противоточное распределе- 

различные хроматографические методы 139-145, Разрабо- 
таны также методы, основанные на различии в свойствах концевых 
групп ТРНК и аминоацил-тРНК; применяют окисление концевого: 
нуклеозидного остатка в ТРНК действием Ма[О; 146-49 или нара- 
щивание полипептидной цепи на остаток аминокислоты, входящий 
в состав аминоацил-тРНК 150,151. С помощью сочетания различных 
методов очистки некоторые виды ТРНК удалось получить в инди- 
видуальном состоянии *. 

РНК клеточного ядра (обзоры — см. 153—166, 499). Значительное 
количество РНК содержится в клеточном ядре, где она локализова- 
на главным образом в ядрышке. Для выделения РНК из клеточ- 
ного ядра требуются особые методы, так как при обычных мето- 
дах экстракции эта фракция РНК не переходит в раствор. Наибо- 
лее распространенным методом получения РНК из клеточных ядер 
является экстракция горячим фенолом. При этом, изменяя темпе- 
ратуру экстракции, удается получить разные фракции ядерной 
РНК. Наблюдаемая картина довольно сложна, однако можно 
с уверенностью констатировать, что помимо рибосомальной РНК и 
тРНК в клеточном ядре присутствуют по крайней мере три вида 
РНК, отличающиеся по молекулярному весу и нуклеотидному со- 
ставу от описанных выше типов. 

Первый из них — это РНК, близкая по составу к рибосомаль- 
ной РНК, но имеющая значительно более высокий молекулярный 
вес. Показано, что этот тип РНК является предшественником ри- 
босомальной РНК (обзор — см. !57) **. Общепризнанным является 
присутствие РНК с константами седиментации 45$ и 32$; при ис- 
следовании ядерной РНК с помощью электрофореза в полиакрил- 
амидном геле было показано присутствие еще нескольких компо- 
нентов !58. 

Другой тип РНК отличается от всех иных компонентов клеточ- 
ной РНК характерным нуклеотидным составом, близким к составу 
ДНК клетки 159, 160, Большая часть РНК этого типа имеет константу 
седиментации, близкую к константе седиментации легкого компо- 
нента рибосомальной РНК. Показано, однако, присутствие и зна- 

` чительно более высокополимерных фракций РНК аналогичного со- 
става (с константой седиментации 40—60$ и больше) ЕЕ 


* Недавно предложен общий метод очистки тРНК, основанный на ацилиро- 
вании аминогруппы в аминоацил-тРНК производным ароматической кислоты 
с сильно гидрофобными свойствами и последующем хроматографическом отделе- 


15 
нии таких ациламиноацил-тРНК от других ТРНК 
** Недавно в цитоплазме клеток Неа показано присутствие низкомолеку- 


лярной РНК — предшественника тРНК **. 


- ГЛ. Г. СТРОЕНИЕ НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ 


Наконец, из хромосом была ЕН. НИЗкомОлекузанииа РНК | 
(молекулярный вес отвечает содержанию приблизительно 
40 остатков нуклеотидов), характеризующаяся Е необыч- 
ным нуклеотидным составом 18168, О различных низкомолекуляр- 
ных ядерных РНК см. также 486491. а 
Информационная РНК цитоплазмы (обзоры — см. 15%, 1, + 
167169). Общепринятая схема биосинтеза белка требует присутст. | 
вия в цитоплазме живой клетки особого вида РНК, нуклеотидная 
последовательность которой определяет аминокислотную последо- 
=: вательность синтезируемого белка. Справедливость этой схемы 
была подтверждена получением в бесклеточной системе белкового 
синтеза полипептидов определенной аминокислотной последова- 
тельности в присутствии синтетических полинуклеотидов (см. 
стр. 83) и специфических вирусных белков в присутствии РНК ви- 
русов. Однако до сих пор из нормальной клетки не удалось полу- 
чить в индивидуальном состоянии РНК, которая была бы способна 
вызывать синтез определенного белка при взаимодействии с рибо- 
сомами и аминоацил-тРНК. 

Описаны многочисленные случаи обнаружения в клетках фрак- 
ций РНК, которые отличаются высокой скоростью биосинтеза и 
более или менее близки по нуклеотидному составу к ДНК соответ- 
ствующих клеток. Эти фракции способны вызывать включение ра- 
диоактивных аминокислот в белок в присутствии бесклеточной си- 
стемы биосинтеза белка. На основании совокупности этих данных 
считается возможным рассматривать их как информационные 
РНК. 

Выделение информационных РНК в значительной степени ос- 
ложняется их гетерогенностью (из-за обилия типов белков, синте- 
зируемых в клетке) и относительно высокой скоростью распада по 
сравнению с другими типами РНК. При выделении РНК зачастую 
происходит существенная деградация информационных РНК; это 
находит свое отражение в разноречивости данных о молекулярном 
весе этого типа РНК. Разные авторы приводят значения констант 

| седиментации 6—14$, 183 и до 35—40$ для информационных РНК 
. из близких природных объектов. 

| Трудности выделения информационных РНК могут быть в зна- 
чительной степени преодолены использованием клеток животных, 
специализированных на выработке одного белка. Так, из ретикуло- 
цитов кроликов была выделена фракция РНК с константой седи- 
ментации 9$, которая по своему молекулярному весу соответствует 
информационной РНК для синтеза глобина (обзор — см.170), од- 
нако прямого экспериментального подтверждения ее биологической 

роли получить не удалось. 


Прочие виды РНК. Присутствие РНК обнаружено во всех ис- 
следованных субклеточных частицах. 
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нутрик 
ты р а а РНК, отличающуюся по 
РНК И. ментации от рибосомальной 
НН р и хлоропласты содер- 

тельной степени независимы от 

клеточного ядра при переносе генетической информации. Внутри 
этих субклеточных частиц происходит синтез белка; о. 
предполагать, что в них присутствуют рибосомальная, транспорт- 
ная и информационная РНК. Это предположение подтвердилось 
причем было показано, что рибосомальная РНК из митохондрий 
Меигозрога сгазза "5-ИТ, а также тРНК из того же источника '7%, 13 
и ТРНК из печени крыс '8 заметно отличаются от соответствую- 
щих цитоплазматических РНК. Аналогичная ситуация имеет место 
для рибосомальной РНК из хлоропластов Еиепа вгасй! '°', ко- 
торая по константе седиментации неотличима от бактериальных 
рибосомальных РНК, но заметно отличается от рибосомальной 
РНК, встречающейся в цитоплазме этих водорослей. 

Недавно появилось сообщение об обнаружении РНК в клеточ- 
ной стенке высших растений 182. 


ТУ. СТРУКТУРА ПОЛИНУКЛЕОТИДНОЙ ЦЕПИ * 


Как видно из материала двух предыдущих разделов, выделение 
индивидуальных нуклеиновых кислот в интактном состоянии яв- 
ляется довольно сложной проблемой, которая и по сей день разре- 
шена удовлетворительно только для низкомолекулярных РНК (та- 
ких, как ТРНК, 55$ РНК, и, возможно, других компонентов рибо- 
сомальной РНК), а также РНК и ДНК из вирусов. Естественно, 
что речь о полном определении химической структуры может идти 
только для этих соединений. 

Однако правильное понимание основного принципа построения 
нуклеиновых кислот и способа соединения мономерных единиц 
между собой (см. формулу \У) было достигнуто уже в начале пяти- 
десятых годов, когда исследователи имели в своем распоряжении 
весьма деградированные препараты нуклеиновых кислот. 

Присутствие фосфодиэфирной связи в нуклеиновых кислотах 
как основного типа ьмежмономерной связи было установлено на ос- 
новании результатов потенциометрического титрования 184, Струк- 
тура У (В=Н) для ДНК !85 — единственный возможный тип струк- 
туры, согласующийся с выделением дезоксинуклеозид-5 -фосфатов 
УП при ферментативном гидролизе дик (под действием фосфоди- 
эстеразы кишечника 188) и 3 ‚5’-дифосфатов пиримидиновых 


* Обзор — см. 188. 
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дезоксинуклеозидов УШ при кислотном гидролизе ДНК 187. 
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ее 


‚4 
вых нуклеозид-3’-фосфатов легко расщепляются до нуклеозид-3’- 


© в фосфатов ХТ, а соответствующие производные нуклеозид-2/-фосфа- 
тов не затрагиваются ферментом. Следовательно, в РНК — природ- 
ном субстрате панкреатической рибонуклеазы — также существует 
й 3’—Б/”-фосфодиэфирная связь 1. Такой вывод был подтвержден да- 
Он лее выделением нуклеозид-3’-фосфатов при расщеплении РНК под 
х=% действием фосфодиэстеразы селезенки, причем при этой реакции 
промежуточного образования циклического фосфата ХПИ не проис- 
ходит и миграция фосфорильной группы исключена Еоь 
Ур. Правильность структуры У для ДНК и РНК, предложенной 
оЗЫ впервые Тоддом и Брауном 185 подтверждается и более новыми 
ем ри- данными, в частности идентичностью синтетических олигонуклеоти- 
М при дов с 3’—5'-фосфодиэфирными связями и продуктов расщепления 
нуклеиновых кислот. 
зид-0/. Поскольку мономерные единицы в полинуклеотидной цепи со- 
как со единены однотипно, часто для обозначения структуры полинуклео- 
ктурой, тидной цепи применяются сокращенные формулы, а именно: 
ктурой, | в в? в' х 
отся в 
гидро- — 
гастием рее ор р 
расще-_ м № 
ием ну: _ 
далее с. В'...В’...В“-остатки оснований 


И В этих формулах остаток сахара изображается вертикальной 
В | прямой линией, а символ «р», как обычно, обозначает фосфомоно- 
или фосфодиэфирные группировки. Такие сокращенные формулы 
Я иногда используют и для продуктов расщепления нуклеиновых 
кислот; например, сокращенные формулы \Па—ХПа соответст- 

вуют соединениям со структурой УП—ХИ. 


| В В В В в в 
в. 
| он р юн н р 
ди р р р но но но 
Ха Х!а х 


осо о. 
«нк _Уиа Уша ха и 
те ле В—остаток основания , 
бой ци 
фто < Подобные же принципы положены в основу сокращений а 
д-3 = 407 полинуклеотидов **, рекомендованных м тит ур з 
‚кие Ио" Международного союза чистой и прикладной хими у 
ими родного биохимического союза. 
98’. 

ид | 

03 
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Доказательство основного принципа построения Нуклеиновы 
кислот было получено при использовании сильно деградированных 
препаратов РНК и ДНК, и, строго говоря, нельзя утверждать, что 
нативные нуклеиновые кислоты состоят из единой полинуклеотид. 
ной цепи, а не из более или менее длинных полинуклеотидных уча: 
стков, соединенных связями каких-либо иных типов. 

Последнее предположение кажется, однако, весьма маловероят- 
ным на основании биогенетических соображений. В настоящее 
время удалось очистить ферменты, катализирующие образование 
из нуклеозид-5’-трифосфатов как рибо-, так и дезоксирибополи- 
нуклеотидных цепей, в которых остатки нуклеотидов соединены 
3’—5'-фосфодиэфирными связями. С помощью таких ферментов 
удалось получить #1 оЙго биологически активные РНК фага 9 


ет, что вся эта огромная 
У плану и не содержит аномальных 
связей 44. 


Сложнее обстоит дело с нативными ДНК из клеток высших 
растений 


нако прямые экспери : ‚› подтверждающие 
подобные предположения, отсутствуют. 


У. КОНЦЕВЫЕ ГРУППЫ ПОЛИНУКЛЕОТИДНОЙ ЦЕПИ 


Концевые остатки нуклеозидов в Полин 


уклеотидной цепи * мо- 
гут иметь свободные или фосфорилиров 


анные 3”- или 5’-гидр- 


* Концевой остаток нуклеозида (или нуклеотида), связанный с полимерной 
цепью только через гидроксильную группу при С-5’, принято называть 3’-конце- 
вым остатком полинуклеотидной цепи, Аналогично 5’-концевым остатком назы- 
вается остаток нуклеозида (или нуклеотида), 


связанный с цепью полимера 

только через гидроксильную группу при С-3. При обычном способе написания 
ноцепочечных полимеров) 3’-кон- 
-концевой — слева. 


сокращенных формул полинуклеотидов (для од. 
цевой остаток находится на формуле справа, а 5” 


< ВЫСШИХ. 
то натив: 


нь. 
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с Е 45 


оксильные группы; в соответствии с этим возможны четыре типа 
структуры нуклеиновых кислот, изображенные на формулах НИ 


ХУЕ | 
р№рМр..... Мрм МрМ\р. -- „МрМр 
хит ХУ 
РМрМр----- МрМр МрМр-...Мрм 
ху ХУ 


Определение природы концевых групп полинуклеотида и_иден- 


тификация концевого остатка нуклеозида — одна из первых задач, 
которые встают при установлении структуры нуклеиновых кислот 


и олигонуклеотидов. Эта задача может быть решена идентифика- 
цией характерных фрагментов в продуктах полного расщепления 
полинуклеотида или специфической меткой концевых остатков ну- 
клеозида. 

При расщеплении полинуклеотидной цепи с разрывом связей 
Р—О (О при С-5”) (такое расщепление может быть выполнено фер- 
ментативным гидролизом с помощью фосфодиэстеразы Гасюфасй- 
1; асорйИ1$ или селезенки телят, а в случае РНК — также при 
действии щелочи) образуются следующие характерные фрагменты: 
нуклеозид, если 3’-концевой остаток полинуклеотидной цепи сво- 
боден, и нуклеозид-3”,5"-дифосфат, если 5’-концевой остаток фосфо- 
рилирован (в случае щелочного гидролиза — нуклеозид-2' (3’) ,5*- 
дифосфат). . 

В”! 


В’ в* В" в! в’ ВА 
РН + (2-2) + ы 
рр! и р р |`р но |`р' но 
р т 


1 1 п - 
В....В....В -остатки оснований 


При расщеплении же с разрывом связей РЁО (О при С-3’) 
(с помощью фосфодиэстеразы змеиного яда) аналогичные фраг- 
менты образуются из 3’-концевого фосфорилированного остатка 
нуклеотида и 5’-концевого остатка нуклеозида со свободной гидр- 
оксильной группой: 


в! в? в в”? В В” В' в! в” 
ая он {© 
| | Ра р 
но-' но р р 
в' 


‘...В”-остатки оснований 
Казалось бы, что с помощью уже одного из рассмотренных т 
щеплений можно надежно идентифицировать структуру типа 
или ХИ и определить оба концевых остатка нуклеозида 
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- полимерной цепи; в случае же полимеров типа ХУ или Ху] эта 
дача может быть решена сочетанием двух типов расщепления, 

Практически, однако, дело обстоит несколько сложнее. Расщь. 
пление полинуклеотидов с концевой фосфатной группой гладко 
протекает лишь при использовании химических методов деградации, | 
при расщеплении же под действием ферментов существенным Усло- | 
вием быстрого протекания реакции является отсутствие фосфатной 
группы на 3’-конце полинуклеотидной цепи в случае фосфодисть- 
разы змеиного яда и на 5’-конце — в случае фосфодиэстеразы селе. 
зенки (см. стр. 67). По этой причине перед ферментативным рас. | 
щеплением необходимо удаление концевых фосфатных групп 
действием фосфомоноэстеразы, что приводит к исчезновению спе- 
цифического фрагмента, образующегося из фосфорилированного | 
конца цепи. 

Значительные методические трудности создаются при определе- |_ 
нии специфических продуктов гидролиза, образующихся из конце- | 
вых групп полинуклеотидной цепи, в присутствии большого избыт- 
ка продуктов, возникающих из центральных звеньев цепи. Это осо- 

бенно существенно для нуклеиновых кислот с высоким значением | 
молекулярного веса. Существенное повышение чувствительности | 
определения концевых групп достигается введением радиоактивной 
метки. Для этой цели могут быть использованы химические или | 
ферментативные методы. 

Концевая фосфатная группа полинуклеотидной цепи может 
быть превращена в фосфоанилид взаимодействием с МС-анилином 
и дициклогексилкарбодиимидом 197, более общий метод состоит в 
превращении концевого остатка нуклеотида в двузамещенный пи- 
рофосфат ‘98 при реакции с ЧС-метилфосфоморфолидом. 


* Щ 
Сенумн—РОСН; ов 
он 


В 


В-остаток основания 


Это ос. 
тачением 
ельности 
активной 
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Такие производные м 35 
ка нуклеотида в РНК и очены = 5’-концевого остат- 
К кю. концевых остатков нуклеотида 
. гл. 10); после расщепления полимера действи 
лочи или ферментов соответствующие производны а 
легко идентифицированы. м - 
Для введения радиоактивной метки по 3'-концевому остатку н 
клеозида в РНК используют способность вицинальной а 
группировки окисляться периодатом и взаимодействие образующе- 
о _ реагентами, как 35$-тиосемикарбазид 19° 
3 , 
о В изоникотиновой кислоты 2! или 


Кбнноя 
НС. ‚СН 
ыы. 
% у. 
к МНСУМН» 
„5 
"ОСН: о В ...ОСНЬ в ---ОСН» о В” 
№10: ВСОмНМН» 
био 
он сно Неа с 
№ 
но он Я У 


п 
ной»С те 


руппы на 3/- или 5/-конце цепи дез- 
быть подвергнуты ацетилированию 
меченым уксусным ангидридом 223, образующиеся ацетаты устой- 
чивы в условиях ферментативного гидролиза. г Е 

Наконец, для специфического введения метки по 5’-концевой 
гидроксильной группе в ДНК можно использовать специфическую 
ферментативную реакцию — фосфорилирование под действием “"Р- 
аденозин-5’-трифосфата 204—206. Эта реакция катализируется фер- 


ментом полинуклеотидкиназой из Езсйейсма сой, инфицированной 
лимер оканчивается остат- 


фагами Т2 или Т4. В том случае, если по 
ком нуклеозид-5'-фосфата, концевая фосфатная группа может быть 
удалена обработкой фосфомоноэстеразон- 


п 
В-остаток основания 


Свободные гидроксильные г 
оксирибополинуклеотида могут 
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вых КИслот 


С биогенетической точки зрения наиболее вероятным типом 
структуры полинуклеотидной цепи аа структура ХШ, ПО 
скольку показано, что и рибо-, и дезоксирибополинуклеотиды об а 
зуются путем ферментативной полимеризации соответствующих ну. 
клеозид-5’-трифосфатов. Такой тип структуры действительно был 
обнаружен во многих случаях — в ‘транспортных РНК,- 5$ РНК, 
в других компонентах рибосомальной РНК, в некоторых РНК виру- 
сов. РНК ряда вирусов имеют на 5 -конце цепи ОАО нуклеозид- 
-5’-трифосфата 207-20 или нуклеозид-5 -дифосфата 544. 

Для многих ДНК относительно низкого молекулярного веса ха- 
рактерна циклическая форма, схематически представленная форму- 
лой ХУП: 


Ри +: ММ 


| 


Р 
ХУП 
Подобные ковалентно-связанны 


были доказаны для ДНК фага ФХ 
тивной формы ДНК, ДНК 


, 


рамеры, аналогичные катенанам?-213 


которые могут быть обнаружен 


диментации, вязкости и при наблюдении под электронным микро- 
скопом, причем измеренная длина молекул, а следовательно, и 
молекулярный вес при этом не изменяются. 
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Циклическая структура ДНК Ффага ФХ174 по 
ным ферментативным синтезом: получение и - те 
ДНК стало возможным лишь после открытия ферм и 
рующего циклизацию линейных по а 


линуклеотидных цепей 

ей. 
ия что циклические структуры ДНК распространены 
еще более широко. Авторадиографические и генетические данные 


указывают, например, на циклическую структуру интактной ДН 
бактерий “*. Присутствие кольцевых ДНК было базу нено с г 
мощью метода электронной микроскопии и в препаратах ДНК в 
высших животных и растений ?М, однако доказательства ковалент- 
ного характера циклизующей связи в них не проведено. 


\У1. СТРОЕНИЕ НУКЛЕОЗИДОВ, ВХОДЯЩИХ 
В СОСТАВ НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ 


Нуклеиновые кислоты отличаются от других биополимеров от- 
носительно малым разнообразием мономерных единиц, входящих 
в их состав. Принято разделять мономерные единицы нуклеиновых 
кислот на основные компоненты и редкие (минорные) компоненты. 
Под основными компонентами нуклеиновых кислот понимают моно- 
мерные единицы, имеющие универсальное распространение и вхо- 
дящие в состав полимеров в значительных количествах (не менее 
5%). Содержание редких компонентов заметно меньше (как пра- 
вило, не более 2%); они встречаются далеко не во всех нуклеино- 
вых кислотах. Обычно редкие компоненты можно рассматривать 
как производные основных компонентов, образующиеся из них при 
довольно простых химических реакциях (таких, как алкилирова- 
ние, гидрирование и т. д.). 

Классификация компонентов нуклеиновых кислот по их распро- 
страненности имеет под собой и биогенетическую основу. В то 
время как основные компоненты нуклеиновых кислот синтезируют- 
ся в виде мононуклеотидов, которые затем Ами в т 
зид-5’-трифосфаты и подвергаются т о а 
нуклеиновых кислот, редкие компоненты обычно образуютс 

При этом остаток нуклеозида 
новных уже в составе полимера. 11ри, чае 
в определенном месте полинуклеотидной цепи ее ты 
фическому метилированию, гидрированию и т. Д. В резу 
возникает остаток редкого компонента. 


1. Основные компоненты РНК а с 
— Как уже отмечалось выше (см. стр. 25), в те г. и 
остатки четырех нуклеозидов: аденозина г. та нов ны 
дина Па и уридина ТУ\а. Эти соединения ни: о те 
из РНК дрожжей еще в начале нашего века; 


РНК. 
показано, что они входят в состав всех О аыии бы я 
С помощью классических мет ОР ибофуранозил)-6-аминопу- 
казано, что аденозин является 9-(В-Р-ри 


4 Зак. 614 


ЕНИЕ НУКЛ 
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рином, а гуанозин — 9-(В-О-рибофуранозил) -2-аминодигидропур,. 
ноном-6; пиримидиновые же = ое а и Уридин— 
представляют собой соответственно 1-(В-Р-рибофуранозил) -4-амн. 
нодигидропиримидинон-2 и 1-(В-О-рибофуранозил)-тетрагидропи. 
римидиндион-2,4*. Структура нуклеозидов была подтверждена 
химическим синтезом и результатами рентгеноструктурного иссле- 
дования **. 


МН» 
а м 
7 м < мн 
2 А 
НОСН; © М НОСН, < М М `мн, 
но он НО ОН 
та Па 
мн, (е) 
ы [ МН 
ОСН, © © носн, © Ао 
но он но он 
ига ГУа 


2. Редкие (минорные) компоненты РНК 


Развитие хроматогра 
состава РНК 


основных компонентов. В 
единений такого рода (об 
компонентами тРНК, одн 


лого и легкого компонентов рибосомальной РНК, а также в хро- 
мосомной РНК. 


Н рацией атомов пиримидинового 
кольца в нуклеозидах (по «Снеписа! АБзгас!в> 
другая система нумерации, по которой 
3- 


В-О-рибофуранозил) -тетрагидропиримидиндион-2.6 и 


уклеозидов и нуклеотидов 
пример 25-21, 


=“ 


РА 


7 


81 


Наиболее общим методом выделения ред 
является, по-видимому, метод, предложенный Зое ты 
стоит в ферментативном расщеплении РНК до р 
действием смеси фосфодиэстеразы змеиного яда АВЕО 
фомоноэстеразы из Езсйенсма сой. Смесь каво рее © 
далее с помощью распределительной хроматог ны: Е. 
Мягкость условий расщепления полимера ни _ о 
кой эффективностью разделения мономеров, что и ай 
наружить целый ряд неизвестных ранее редких ит та 

В настоящее время известно десять редких Е Е. 
которые можно рассматривать как аналоги или производные 
дина. К их числу относятся рибонуклеозидный аналог тими к 
5-метилуридин (риботимидин) 22 ХУП, другой продукт тм 
рования уридина — 3-М-метилуридин ХХ 2 и Вл 
уридина — 4-тиоуридин ХХ”, 5.6-дигидроуридин т и 
5-оксиуридин ХХИ 2%. : 


о 
м 


вы а -- д 


Не ь НОСН} о носн: о № 
Но он НО ОН но он 
ХУШ хх хх 

О [е) 
| (9) 
МН | ры 
НоСН; о о носн, о \`О 
н он но он 
хх} ХХН 
н были впервые обнаружены при 


5-Метилуридин и 5-оксиуриди 

анализе суммарных препаратов РНК из печени крыс и из дрож? 
жей, 3-М-метилуридин и 5,6-дигидроуридин выделены из ТРНК 
дрожжей. Очень большое количество 5,6-дигидроуридина (до 
25%) входит в состав хромосомной РНК из проростков горо- 
ха! 16, В хромосомной РНК из асцитной опухоли крыс обнаружен 
5-метил-5,6-дигидроуридин 49° 4-Тиоуридин входит в состав ТРНК 
из Е. сой. Относительно недавно появи г 
наружении метилового эфира 5-карбоксиметилуридина х 


4* 
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Е СОСН.) 25 в ТРНК зародышей пшеницы, 5-оксимь. 
а: Я (К =НОСН)) 28 в тРНК клеток Культуры 
тканей [, и о выделении метилового эфира 5-карбоксиметил-2-ти 
уридина ХХ1У (К=СНзОСОСН)) *" из тРНК дрожжей. Из ТРНК 
Е. сой выделен 5-метиламинометил-2-тиоуридин Хх (Вы 
=СНзМНСН)) 238, 229. 


ххШ хх 
Помимо этих к 
ТРНК входит в дов 


.5- (В-Э-рибофуранозил) -урацил ХХУ 25; 
рибосомальной РНК 


о 


НА МН 
6 а 


5 
носн, о_ № 


ХХУ 


На формуле изображена структура при 
уридина («псевдоуридина С>); при обраб 
меров, которые были идентифицированы 
-, 5-(В-Р-рибопиранозил) - и 5- (а-)-ри- 
бопиранозил)-урацилы (см. гл. 11). 
труктуры редких компонентов РНК п 
отличаются значительно мен 
производных уридина. Здесь 


и, СТРОЕНИЕ НУКЛЕОЗИДОВ 


из ТРНК 5-оксиметилцитидина ХХ1Х *', а также 3-М Е 

дина, в котором алкильная группа отличается от ла 
определении структуры сериновых тРНК дрожжей об а 
качестве редкого компонента 234 4-экзо-М-ацетилцитидии ХА > 


— МН» 


С МНСН: 
сн, т. 
> А 


| 
носн, о М% носн, 


НО ОН 
ХХУШ 


МНСОСН: 


НО ОН 
ххх ххх 


После шелочного гидролиза суммарной РНК дрожжей удается 
выделить небольшое количество нуклеотидов — производных 1- (© 
О-рибофуранозил) -цитозина (а-цитидина) 235 Неясно еще, однако, 
является ли этот нуклеозид природным компонентом РНК. 

Редкие компоненты РНК — производные аденозина представ- 
лены прежде всего различными метилированными производными: 
1-метиладенозином ХХХ! 236, 2-метиладенозином ХХХИ 220, 6-экзо- 
М-метил. и 6-экзо-М,М-диметиладенозинами ХхХхШ (В=Н или 


‚;В 


м “сн, 
© 7 “м 
а 0 
СИ Сень носН о. ММ 


но ОН 
хххшШ 
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одит остаток продукта дезаминиро 
В состав тРНК также вх .. 
ния аденозина — инозин ХХХИУ и его 1-М-метильное производное 
ХХХУ *. 


о 
М 
в р 
р”. 
носн, о ММ носН; © 
но Он но он 
хххУ ХХхХУ 


Показано присутствие в тРНК продуктов алкилирования аде- 
нозина по 6-экзо-М-атому, содержащих изопреноидные цепи. 
В ТРНК из дрожжей, высших растений и млекопитающих обнару- 
жен 6-экзо-М- (узу-диметилаллил) -аденозин (6-экзо-М-изопентенил- 
аденозин) ХХХУ/1 238, 239, а в тРНК из растений — 6-экзо-М- (цис-4”- 


окси-3”-метил-бутен-2”-ил-1”)-аденозин ХХХУИП 20, В ТРНК из Е. 


сой найден 2-метилтио-6-экзо-М- (\,у-диметилаллил)-аденозин 
ХхххуУШ 2“. 


СН: мнсомнснсн(онН)СН;' 
2 М 
И СН.В И ук соон 
< 57 
и ноСН, о М 


носн, о м К 


но он хххх 
ххху! (В=В=Н) 
хххуи (В=ОН,В=Н) 
хххуш (В=Н, В=$СН:) 


Сообщалось также 22, 243 о выделении различных 6-экзо-М-ами- 
ноациладенозинов. Однако недавно ст 


НИЯ аде. 
те цепи, 
: обнару- 
тентенил: 
- (цис-4". 
ЧК Е 
‘аденозии 


(он)СН 
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В ряду редких компонентов РНК 

произв 
стны различные продукты его а тоаа изве- 
ХГ 2“, 2-экзо-М-метилгуанозин ХМ (В=Н) Е но. 
тилгуанозин ХЕТ (В=СН.) 29 и М АуАНовия А 


о {е) 
М 
ыы «< = 
ь в 
носн, о М М МН носн о м а 
СН 
но он но Он 
ХЕ ХЕ 
ес 


.. 
< Хы 


носн; о М М МН 
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ХхЬИ 


Многие редкие компоненты РНК являются, как видно из пере- 
числения, продуктами биохимического метилирования основных 
компонентов по тем или иным атомам гетероциклического ядра и 
его заместителей. Такое метилирование может происходить и по 
гидроксильной группе остатка рибозы, на что указывает выделение 


НОСН: о В 


Н ОСН; 
хЬШ 
В-остаток основания 


2'-О- ГИГ из продуктов ферментативного 
метилрибонуклеозидов Хх р ее 


гидролиза различных К, а также из Уст 
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щелочи динуклеотидов. Были выделены метилированные по стат 


‚ 247 
ку рибозы производные зния Св = гуанозина 2%, цитидина2я 
24 = -№- 48 , 
уридина 247, псевдоуридина 7 и 4-э%30-\-метилцитидина 248. 


3. Основные компоненты ДНК 


Как уже отмечалось выше, три из четырех основных КоМпонен- 
тов ДНК — 2'-дезоксиаденозин 16, 2’-дезоксигуанозин Пб и 9’-дез. 
оксицитидин 6 — аналогичны по строению соответствующим ри- 
бонуклеотидам, а четвертый основной компонент — тимидин [6 — 
отличается присутствием дополнительной метильной группы у 6-5 
пиримидинового кольца. 


МНЬ О 
М У 
Я | М 7% МН 
2 
носн. о ММ носн, М м ^мн, 
но [Те] 
16 иб 
МН) о 
\ НС. 
НОСН» | {® Носн., МХ 
д 
— но 
116 туб 


Так, в ДНК Т-четных фагов (Т2, Т4 и Тб) 2’-дезоксицитидин 
полностью заменен на 5-оксиметил-2’-дезоксицитидин ХГУа 2%, 
причем последний может входить в состав ДНК также в виде гли- 
козидов по оксиметильной группе гетероциклического ядра 250, 21. 
Были выделены производные а-Р-глюкопиранозил- Хуб, 
В-Э-глюкопиранозил- ХЫУв и а:- (6-В-Р-глюкопиранозил) -Р-глюко- 


и 


\, СТРОЕНИЕ НУКЛЕОЗИДОВ 


Е. 
-О- л-9/ мы —— 
пиранозил 5-оксиметил-2”-дезоксицитидина ХИ Уг 


5-оксиметил-2”-дезоксицитидина) (а-генциобиозил- 
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р В ДНК фага $Р8 тимидин замещен на 5-оксиметил-2'-дезокси- 
уридин ХГУ 252, ав ДНК фага РВЗ-1 — на 2’-дезоксиуридин ХГУ! 253, 
(9) (©) 
ноН.С. 
: | МН С 
носн: о М `0 носн, о № 
но но 
ХЕ ХЕ 
ких Ри, 
Е выл 4. Редкие компоненты ДНК* 
- ов. Иски, В ДНК из различных источников обнаружено присутствие ряда 
кт Хх вх редких компонентов — продуктов метилирования нормальных ком- 
гор й понентов ДНК, Наиболее распространенным из них является 5-ме- 
ди тил-2”-дезоксицитидин Х!\/П?°, который входит в значительных 
ЗК [У ‚ количествах в состав ДНК растений и В Я Е 
и Хде в ДНК млекопитающих, рыб и насекомых. В ДНК, выделен 
: я У * Обзор — см. 254. 
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256 с 
ряда бактерий и вирусов, показано ^® присутствие остатков 6- Экзо. 
№-метил-2’-дезоксиаденозина ХГУШ. Недавно выяснено, что 
ДНК встречаются и метилированные м 2’-дезоксиг : 
зина 57: |-метил- ХЫХ, 2-экзо-М, №-диметил- [и 7 
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УП. НУКЛЕОТИДНЫЙ СОСТАВ И ОБНАРУЖЕНИЕ 
ИДЕНТИЧНЫХ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЕЙ В ПОЛИНУКЛЕОТИДАХ 


Одной из важных ха 
кислот является состав 


р : 
ких условиях (| н. соляная кислота, 100°С) из РНК образуется 
смесь пуриновых оснований и пиримидиновых нуклеозид-27 (3’) -фос 
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атов. Эти смеси могут быть разделены с помощь 
на бумаге, и их компоненты определены Век хроматографии 
Широко используется также щелочной гидролиз НК т 
37° С), приводящий к образованию смеси нуклеози 5 м 
тов, которые могут быть разделены с помощью и б )-фосфа- 
матографии 25°, электрофореза 28° и и отрафай аа Хы 
В последнее время для анализа продуктов ЕЯ ее 
вых кислот широко используют тонкослойную хроматог фи 29 
Довольно жесткие условия, применяемые для ая поли. 
нуклеотидов, могут приводить к некоторой деградации их компо- 
нентов; наиболее существенное значение имеют ошибки, связанные 
с частичным дезаминированием производных цитидина в производ- 
ные уридина, происходящим в сильнокислой или щелочной среде — 


] я {@) 
| 
АЕ 
| М № 
| —> | 
м. о 


В — остаток рибозы или рибозофосфата 


| Значительно большей деградации могут подвергаться некото- 
рые редкие компоненты нуклеиновых кислот. Дигидроуридин, На 
пример, разрушается в обычных условиях щелочного гидролиза 


РНК (см. стр. 456). 

Вследствие этого в современных исследованиях предпочитают 
проводить анализ нуклеотидного состава с помощью ферментатив- 
ного расщепления полимеров. 

Для определения нуклеотидного состава ДНК использовались 
и исследования физических характеристик двухцепочечных ком- 
плексов. Показано, что существует хорошая корреляция между 
температурой плавления 27`или плавучей плотностью 28 таких КОМ- 


плексов и их нуклеотидным составом. 


Результаты многочисленных анализов пока 
ким исключением в состав нуклеиновых кислот входят все четыре 


основных компонента, характерных для данного типа полинуклео- 
тида, а содержание редких компонентов может меняться В я 
тельных пределах. Для большей части образцов ДНК довольн 


264 — алентность с0- 
' строго соблюдае правило Чаргаффа эквив 
о . оны, и гуанина и цито- 


держания аденина и тимина, с одной стор 

зина (или Ара + Б-метилцитозин) — © другой. Из этого Ежа 
чисто арифметически вытекают другие закономерности, ыы к 
ные под названием правил Чаргаффа: эквивалентность, нете 
ния пуринов и пиримидинов и эквивалентность С де п 
оснований с кетогруппой (гуанин + тимин) ис лм ге . 
(аденин -- цитозин). Напротив, отношение суммы у 


зывают, что за ред 
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цитозина к сумме аденина и тимина отличается от 
обычно не может быть выражено отношением целых чи 
личину, характеризующую нуклеотидный состав данного полимера 
принято называть коэффициентом специфичности. Час < 


ТО ДлЯ этой 
цели используют и процентное содержание суммы гуанина и ЦИТО- 
зина в данной ДНК. 


Смысл правила Чаргаффа для ДНК стал понятным после ВЫ. 
движения Уотсоном и Криком своей модели структуры ДНК: экви. 
валентно содержание тех пар оснований, которые являются ком- 
плементарными при образовании  двухцепочечного комплекса, 
Состав одноцепочечных ДНК, например ДНК фага ФХ174, не 
подчиняется правилам Чаргаффа. 

Многочисленные анализы нуклеотидного состава ДНК из раз- 
ных источников (обзоры — см, 25-267) показывают, что, если у бак- 
терий процентное содержание суммы гуанина и цитозина может 
меняться в значительной степени (например, для ВасШиз сегешб 
37%, ЕзспейсШа сой 50%, Мусофаченит ре 73%), у высших 
животных и растений эта величина составляет 40—49 %. Внеядерные 
ДНК и ДНК-«спутник» могут иметь как большее, так и меньшее 
содержание суммы гуанина и цитозина, чем основной компонент 
ДНК клеточного ядра данного вида, но различия обычно невелики. 
Существенным исключением в этом отношении является ДНК: 


«спутник» из тканей некоторых видов крабов, которая содержит 
меньше 3% суммы гуанин + цитозин и является практически почти 
чистым сополимером дезоксиадениловой и тимидиловой кислот. 

Состав двухцепочечных комплексов вирусной РНК также под- 
чиняется правилу Чаргаффа для ДНК (с заменой тимина на ура- 


цил), РНК реовируса и вируса тканевой опухоли ран растений 
имеют соответственно 44 и 38% 


о гуанина -- цитозина. Для осталь- 
ных видов РНК обычно не н 


аблюдается эквивалентности между 
содержанием комплементарных оснований. 


Анализ суммарных препаратов РНК (который, видимо, доволь- 
но близко отражает состав компонентов рибосомальных РНК) по- 


казывает, что, как правило, коэффициент специфичности больше 
единицы и довольно мало 


меняется от вида к виду даже у бакте- 
рий (обзор — см. 265); состав рибосомальных РНК обычно сущест- 
венно отличается от состава ДНК. Напротив, состав некоторых 
фраиций ядерной РНК и информационной РНК цитоплазмы выс- 
ших животных характеризуется значениями коэффициента специ- 
фичности меньше единицы и приближается, таким образом, к сум- 
марному составу ДНК. Нуклеотидный состав препаратов суммар- 
ной РНК (а также состав тяжелого и легкого компонентов 
рибосомальной РНК) хорошо подчиняется правилу Чаргаффа для 
РНК 768; отношение количества оснований с кетогруппой и основа- 

ний с аминогруппой близко к единице. Смысл этой закономерности 

для макромолекулярной структуры рибосомальной РНК остается 
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Сел. Эту ве. 


а: 


›неядерные 


и меньше 


компонент 
) невелики, 
тся ДНК 

содержит 


ески пой _ 


ых 


уп. НУКЛЕОТИДНЫЙ СОСТАВ И ИДЕНТИЧНЫЕ ПОСЛЕДОВ 


АТЕЛЬНОСТИ 


61 
ока неясным. В последнее время удалос 

АкНОРВ состава разных РНК внутри м - вы нуклео- 
Оказалось, что существуют небольшие, но вполне ее ее 
различия между компонентами рибосомальной и яда енные 
как это показано в табл. 1.1 для полирибонуклеотилевно РНК, 
культуры НеГа “®. из клеток 


Таблица 11 Нуклеотидный состав различных видов РНК из клеток Нета“® 


Содержа- 


ние РНК Содержание оснований РНК, % к 
Вид РНК г: Е 
в клетке, специфич- 
х цитозин | аденин | гуанин | урацил ВоЕ 
РНК цитоплазмы: 
р. 53 32 16 36 16 21 
Е о. 24 27 21 30 22 1,3 
РК. . 1 28 21 28 23 1,3 
Бр. 1 26 18 34 22 1,5 
<: 12 27 22 27 24 1,2 
| 3 24 26 21 28 0,83 
Прочие виды РНК... 2 = = = Е- = 
РНК клеточного ядра: г = 
АВР 1 33 13 37 , 
И Ра 3 33 14 37 0 а 
ДНК-подобная РНК. . — 22 26 21 ‚7 


Естественно, что одинаковый состав двух полинуклеотидов ты 
означает даже при одинаковом молекулярном весе их пы 
сти в химическом смысле: они могут отличаться последовав 
ностью нуклеотидов. Поскольку установление и разре: 
(см. следующий раздел) является сложной и не ной оцен- 
шенной проблемой, были разработаны методы пр ной 
ки соответствия различных полинуклеотидов а в биохи- 
последовательности. Эти методы широко примен 


мических исследованиях. «гибридиза- 

Первый метод, известный обычно под а нЕ 
ция» 269 основан на следующем принципе. г. плавления и мед- 
ральный комплекс ДНК выше его Вы АН полимеров В 
ленно охлаждать смесь полученных ры клеотида, наряду © 
присутствии другого одноцепочечного а образование не- 
восстановлением исходного комплекса Ол оао 
которого количества «гибридного» дву Е. клеотидные цепи, при- 
комплекса, в состав которого входят аулам. Такой комплекс 
Надлежавшие ранее различным макромолеку "и льше в цепи 
Образуется тем в большей степени, х последовательностей, 
добавленного полимера  нуклеотидны 
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комплементарных соответствующим участкам одной из цепей ис. 
ходной ДНК. «Гибридные комплексы» могут быть получены 
между двумя видами ДНК или между ДНК и РНК. Их Образова. 
ние может быть обнаружено, а количество их оценено с помощью 
равновесного ультрацентрифугирования в градиенте плотности 
или по способности двухцепочечных комплексов задерживаться 
нитроцеллюлозными фильтрами. Наиболее удобным вариантом 
метода является, однако, использование для этой цели колонок 
с ДНК, «заключенной» в агар 27°, 2и. Полинуклеотиды с мол. ве- 
сом 0,5—1,0: 108 задерживаются в такой колонке лишь за счет 
образования комплексов с ДНК. Количество задержанного на ко- 
лонке полинуклеотида легко определить. С помощью такого ва- 
рианта можно исследовать и способность различных полинуклео- 
тидов конкурировать между собой за связывание с одной и той же 
ДНК; таким путем можно обнаружить присутствие общих нуклео- 
° тидных последовательностей в различных препаратах РНК. 
По существу аналогичный принцип (принцип циклизации) ис- 
пользуется для обнаружения так называемых «липких концов» 
двухцепочечных ДНК — взаимно комплементарных одноцепочечных 
концевых ‘участков полинуклеотидной цепи (см. схематическую 
формулу ГИ). ДНК такой структуры присутствует в некоторых бак- 
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З-конец (АЙБИХУАИВИДИВИВЬД 5-конец 
экзонуклеаза Ш 
из Д. со! 


5-конец 3-конец 
3-конец ГЗИВРАДЕРВАВА  5-конец 
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териофагах, например в фаге /,2?2. В других сл 

НК фага ТЗ, такие полинуклеотиды могут б учаях 
временным ферментативным Е ИДрОИВО ыть получены кратко- 
работкой экзонуклеазой ПТ из Езсйейса : отв ДНК 23 — об. 

Нагревание полинуклеотида 1 при ой (см. стр. 67). 
ниже температуры плавления и ОСЬ а несколько 
ние приводит к образованию циклической ст медленное охлажде- 
нековалентного взаимодействия ОЕ ты 
пов». Такая структура может быть Ви г. «липких КоН- 
тронной микроскопии. Этот прием был Е ое 
тельства того, что концевые участки полинуклеотидных цепей ДНК 
фагов ТЗ и Т7 имеют одинаковую последовательность. По. 
сочетанием «гибридизации» и «циклизации», можно ИИ Е. 
русные ДНК, содержащие уникальную последовательность ео 
тидов а набор циклически переставленных фраг- 
ментов 2% (см. стр. 32). 

Другой метод идентификации полимеров, применимый к иссле- 
дованию полимеров с близкой нуклеотидной  последователь- 
ностью, — «анализ ближайших соседей» 27°". Применение ето 
возможно в том случае, когда исследуемый полинуклеотид может 
быть получен из радиоактивных предшественников у 

В ферментативную полимеризацию вводят смесь нуклеозид- 
5'-трифосфатов (см. стр. 98), один из компонентов которой содер- 
жит радиоактивный фосфор. Образующийся полимер расщепляют 
далее до мононуклеотидов таким образом, что разрывается связь 
РО (О при С-5/); для этой цели в случае ДНК используется гид- 
ролиз смесью ДНК-азы микрококков и фосфодиэстеразы змеиного 
яда, в случае РНК — гидролиз щелочью. После такого расщепле- 
ния радиоактивный фосфат оказывается В составе вы 
3'-фосфата, остаток которого в полимерной цепи был Соселнии: 
остатком введенного меченого предшественника. Так» Наири, 


ьностей 
относит инуклеотидных последовател 
ельное содержание дину вводя в полимеризацию 


АрА, Срд, ОрА елить 

, и СрА можно опред , т- 
а ви рифобфат и измеряя радиоактивность соотве 
ствующих нуклеозид-3’-фосфатов после расщепления: 


, например для 


РРРА 

с полимери- а И Е г! = 
О зация = ОР |АРГОВ,@Р | АР!СР ГАР! ЦР ‚Ар 
РРРС Е = 


+6 
АРЖИ + С + бе "т 
я ю некоторых 
о ить ис помощь 
* Анализ ближайших соседей можно ПРоидов — подробнее см. 
методов химического расщепления полинук а 
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КЛЕИНОВЫХ кислот 


Повторив анализ для всех входящих в полимер НУклеозид. 
5’-трифосфатов, можно определить содержание всех ВОЗМОЖНЫХ 
сочетаний динуклеотидов в данном полимере; это позволяет обна. 
ружить идентичность или неидентичность двух нуклеотидных по. 
следовательностей. Такой метод широко применя 


ется ДЛЯ исследо- 
вания полинуклеотидов, получаемых с помощью ферментов 
ойго. 


УПИ. ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЬ НУКЛЕОТИДОВ 
В ПОЛИНУКЛЕОТИДНОЙ ЦЕПИ * 


полимера, решить вопрос 
ниц в полимерной цепи, 
что полинуклеотидная цепь 
нуклеиновых кислот, за исключением ДНК-‹«спутника» из кра- 

‚ возможно, некоторых других 
ДНК-«спутников», не построена из повторяющихся звеньев. С дру- 
гой стороны, как показывают результаты анализа ближайших со- 
седей, распределение нуклеотидных единиц в цепи сильно отли: 
чается от среднестатистического. В специфической последователь: 
ности нуклеотидов в цепи ДНК содержится, по современным 


вся информация о последователь 
ности аминокислот в белках данного организма. 


Задача установления нуклеотидной 


1. Частичное расщепление полинуклеотидов 


Для решения этой задачи могут быть использованы два под- 
хода: последовательное отщепление мономерных остатков с одного 
из концов полинуклеотидной цепи и расщепление полимера на 


* Обзоры — СМ, 278—281, 501, 502, 


НО отли: 


Уп 
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блоки путем разрыва внутренних фосфодиэфирных связей, В об 
подходах могут быть использованы как химические, таки ф ны 
тативные методы; последние имеют пока более широкое нем 
странение. © р 
Химическии метод последовательного отщенления нуклеозид- 
ных остатков с 3’-конца полирибонуклеотидной цепи 282, 288 основан 
на следующей схеме. Полинуклеотид ГУ, содержащий на 3’-конце 
цепи единственную на весь полимер диольную группировку, обра- 
батывают периодатом; полученный диальдегид ГУ в мягких усло- 
виях избирательно расщепляется за счет В-элиминации с образо- 
ванием полинуклеотида ГУТ, укороченного на одно звено. После 
ферментативного дефосфорилирования последнего образуется по- 
линуклеотид ГУП, идентичный по концевой углеводной группировке 
исходному ГУ; этот новый укороченный нуклеотид может быть 
вновь подвергнут той же ступенчатой деградации. Разработано 


/ 72 
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и 


несколько удобных вариантов проведения ступенчатого отщепль. 
ния нуклеозидов по этому методу ‚ Удалось подобрать мягкие 
условия проведения расщепления и разработать удобные методики 
для определения образующихся оснований. 

Для отщепления 5’-концевого остатка ДНК предложен метод, 
основанный на каталитическом окислении первичной гидроксиль’ 
ной группы и последующей В-элиминации 289: 


он 
о=Р—он 
Носн, о в’ н00с у в (е) 
СН: о В 
о о ом. 
21/0 
но—р= : но—Р= ре я 
2: || фосфомоно- 
Ге) — | эстераза 
2 
СНЬ Ге) В СН, О. В носн» 5 в? 
‚Ю ^ю 
*. у и 


В', В? -остатки оснований 


Ступенчатое отщепление нуклеотидов с 3’-конца полидезоксири- 
бонуклеотида может быть выполнено обрабо 


соединения и В-элиминация. 

Последовательное отщепление остатков нуклеотидов с концов 
полинуклеотидной цепи может быть осуществлено и при действии 
ферментов — экзонуклеаз (обзор — см. 4), о которых уже упомина- 
лось выше *. Некоторые сведения о наиболее широко применяемых 
ферментах такого рода приведены в табл. 1.2. 
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сфомоно- 
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Таблица 1.2. Действие ряда экзонуклеаз на полинуклеотиды “ 


А. ПЕ. о ео а 


Фермент Субстрат 


Фосфодиэстераза змеи- 
ного яда 


Олдноцепочечный полину- 
клеотид со свободной 
3’-ОН-концевой груп- 
пой 


Фосфодиэстеразы селе- | Одноцепочечный полину- 


зенки быка и Гасюфа- клеотид со свободной 

сИшз ас ор И$ 5’-ОН-концевой груп- 
пой 

Экзонуклеаза Тиз Езсйе- | Одноцепочечный — дезо- 

исша сой ксирибополинуклеотид 


со свободной 5’-ОН- 
концевой группой 


Экзонуклеаза Ш из Ез- | Двухцепочечный ком- 
спеша сой плекс дезоксирибопо- 
линуклеотида, цепи 
имеют 3’-ОН-концевые 

группы 


Процесс ферментативного расщепления м 
уклеотиды в различные момен- 


их случаях оказывается анализ 
в 291, 292, 


на примере установления структуры 


анализируя отщепляющиеся монон 
ты времени; более удобным во мног 
состава недеградировавших фрагменто 
можно продемонстрировать 

октануклеотида 
аланиновой ТРНК дрожжей 


диэстеразой змеиного яда выделены геп 


нуклеотид 1Х, пентануклеотид 


@р@р@рАр@ рАрбрУ 
ОрОр@рАрбрАРЯ 
@Ср@р@рАРр@рА 
Ор@р@рАр@ 
@р@рбрА 


Сравнение их нуклеотидног 
нуклеотида позволяет однознач 


ТУ имеет структуру — 


Т\УИТ, выделенного при частич 
(см. схему 1 


тельность 41—47). После обработки этого 
тануклеотид ЫХ, гекса- 


ТХГ и тетрануклеотид ХИ: 


о состава и состав 
но заключить, 


СрАрСрУ. Структура 
чае однозна 


Конец полину- 
клеотидной цепи, 


Про; 
р 
мононуклеотидов 
РМ 3’-ОН 
Мр 5’-ОН 
АМр 5'-ОН 
рам 3/-ОН 
(обе цепи) 


ожно контролировать, 


Последний подход 


ном расщеплении 
на стр. 75, последова- 
октануклеотида фосфо- 


ТУШ 
ых 
гх 
ХТ 
Ех 


а исходного олиго- 
что 3’-конец цепи 
тетрануклеотида 
чно написана на основа 


ЕХИ может быть в фо СУ концевой группы (см. стр. 44), так 


нии результатов определения 


5* 
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как единственным нуклеозидом, образующимся при щелочном нае 
ролизе, является аденозин: 


он 
@рбрбрА ——> З@ар+А 
хи 


Как химические, так и ферментативные методы определения по- 
следовательности нуклеотидов поочередным отщеплением концевых 
мономеров полинуклеотидной цепи имеют свои ограничения: при 
химическом методе это связано с неколичественным протеканием 
процесса и частичным расщеплением псевдоуридина под действием 
периодата, при ферментативном — с отдельными разрывами фос- 
фодиэфирных связей в середине полинуклеотидной цепи (за счет 
примесей других ферментов). Вследствие этого редко удается опре- 
делить таким образом последовательности более 5—6 остатков 
нуклеотидов; метод, однако, широко применяется для анализа оли- 
а образующихся при частичном расщеплении цепи 


Как указывалось выше, другой принцип установления послело- 
вательности мономеров в полинуклеотидной цепи основан на рас- 
щенлении ее на более мелкие блоки; для этого необходимы методы 
расщепления цепи по месту определенных мономеров или их ком- 
бинаций. Химический метод такого расщепления основан на повы- 
шении лабильности фосфоэфирной связи в производных рибозо- 
или 2-дезоксирибозо-3-фосфата за счет перехода остатка сахара в 
альдегидную форму и последующей В-элиминации 233; 


’ 


В 
Н› 


о 
С 


О. 


[т ' у. 
ВЕН или ОН; Ви В” остатки моно- или полинуклеотидов 


Для реализации этого в полинуклеотиде [ХИТ должны быть 
избирательно удалены некоторые типы оснований (обозначенные 
через Х). Полученный таким образом полинуклеотид, содержащий 
остатки пентозо-3’ 5’-дифосфата (ГХ1У) со свободным гликозид- 


> к титана 
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——. 
юц у ут. ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЬ НУКЛЕОТИДОВ 
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: Г ным центром рибозы, мо 
, жет в относител 
терпевать распад с расщеплением свя ьно мягких условиях пре- 
зультате которого образуются а РО (О при С-3)), в ре- 
| нуклеозидов с основаниями Х * уклеотиды, не содержащие 
зн ы 10. 
ИЯ: 
кан 
ствие 
М 
ки фос. 
За счет 
ся опре- 
Статков _ 
(за оли: 
‘и цепи ьхи а 
оследо- В-остаток основания 
на рас- 
методы — 
В Превращение ДНК в полинуклеотиды типа ТХГУ довольно хо- 
НО, рошо разработано: при кислотном гидролизе может быть получена 
Бе апуриновая ДНК ?**, *°, при обработке тидразином — апиримиди- 
рф новая ДНК 2%, а при действии азотистой кислоты и гидроксилами” 
‚хар: на — ацитидиловая дезаминированная ДНК?97, Недавно подобные 
и были осуществлены и для более лабильной РНК— 
и действии гидроксиламина удалось получить дезуридиловую 
РНК 28, 2. р уд учить дезуридилову 
фе Более подробное обсуждение получения полинуклеотидов типа 
—:. ТХУ и их расщепления — см. ГЛ. ИО: 


ферментативного расщепления полинуклео- 
действие эндонуклеаз. Наиболее широко 


о этот прием применяется для РНК, так как известны два достаточно 
2 легко доступных фермента, обладающих ярко выраженной и хо" 
рошо охарактеризованной специфичностью, — пиримидил-РНК-аза 

Г. (панкреатическая РНК-аза) и гуанил-РНК-азы (РНК-аза Т: из 
: такадиастазы; РНК-аза из актиномицетов). Пиримидил-РНК-аза 
катализирует расщепление фосфодиэфиров нуклеозидов, 
ных 9-кетопиримидинов, не имеющих заместителя при №-3. При 
этом получаются соответствующие нуклеозид-3/-фосфаты или их 


Для специфического 
тидной цепи используется 


олимера ТХГУ остаток нуклеозида, 
‚ превращается в нуклеозид-3',5 - 


асщеплении п 
'ализа «ближайших соседей» (см. 


ого нуклеозида 
ьзовать для ан 


* При жестком щелочном” р 
соседний с остатком расщепленн 
дифосфат рр. Это можно испол 
стр. 63). 
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производные; промежуточными продуктами являются нуклеозид-2, 
3’-циклофосфаты. 
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Под действием пиримидил-РНК-азы расщепляются фосфоди- 
эфирные связи, образованные производными уридина и цитидина, 
а также фосфодиэфиры некоторых редких компонентов РНК, в 
частности псевдоуридина, 5,6-дигидроуридина и риботимидина *. 
Вопрос о влиянии природы пиримидинового кольца нуклеозида на 
скорость реакции, катализируемой пиримидил-РНК-азой, рассмот- 
| рен в обзоре Витцеля 302? (см. также 303). При расщеплении РНК 
| под действием пиримидил-РНК-азы образуется смесь 3’-фосфатов 
| пиримидиннуклеозидов и олигонуклеотидов, терминированных 

остатком пиримидин-3’-фосфата. Скорость ферментативной реак- 
| ции сильно зависит от природы отщепляющегося остатка и конфор- 
: мации полинуклеотида (см. стр. 291); можно осуществить специ- 
фическое частичное расщепление полинуклеотидов в условиях, ко- 
гда скорость процесса уменьшена. 

Гуанилрибонуклеаза (РНК-аза Т! из такадиастазы, обзор см. 3%) 
катализирует расщепление фосфодиэфиров нуклеозид-3’-фосфатов, 
производных 6-кетопурина, не замещенных по №-| и №-7 (стр. 71). 

К этой группе нуклеозидов из основных компонентов РНК от- 
носится гуанозин, из редких — инозин, 2-экзо-М-метилгуанозин и 
2-экзо-М, М-диметилгуанозин. Продуктами реакции являются соот- 
ветствующие нуклеозид-3’-фосфаты или олигонуклеотиды с конце- 
вым гуанозин-3’-фосфатом. Как и в случае пиримидил-РНК-азы, 


АО 


* При тщательном исследовании на модельных соединениях было показано, 
что обычные препараты пиримидил-РНК-азы могут с очень малой скоростью 
расщеплять производные и пуриновых нуклеозидов 3%. Это связано, по-види- 
мому, с присутствием в этих препаратах примесей РНК-аз другой специфично- 
сти (см. °'). При структурных исследованиях, однако, этой побочной реакцией 

} можно пренебречь. 
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с ПОМОЩЬЮ гуанил-РНК-аз можно ос Е. 
щепление полинуклеотидов. уществить с 


пецифическое рас- 
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росфатоя а А обладает РНК-аза, выделенная из 
е цетов 305; наряду с перечисленными выше типами нуклео- 
‚ований. тидов она катализирует также расщепление производных 1-М-ме- 
ой рек _ тилгуанозин-3’-фосфата. 
г конфор Промежуточными продуктами при расщеплении фосфодиэфир- 
специ” ных связей под действием г анил-РНК-азы, так же как и пирими- 
`Ь р у , р 
ВИЯХ ко- дил-РНК-азы, являются циклические нуклеозид-2”,3’-фосфаты, 
которые переходят затем в нуклеозид-3’-фосфаты. В некоторых 
8 случаях эта вторая стадия реакции протекает очень медленно и 
р ф ато, циклические фосфаты накапливаются в значительных количествах. 
,*. 71). Помимо рассмотренных выше эндонуклеаз известен целый ряд 
И ог ферментов, отличающихся меньшей специфичностью. Свойства ряда 
РН и и эндонуклеаз, которые могут быть применены для структурного ана- 
1н03” т. лиза, приведены в табл. 1.3. 
гся р Возможно, наконец, и применение смешанных химико-фермента- 
с кон й, тивных методов для расщепления полинуклеотидов. Так, перед 
ИК ферментативным расщеплением полинуклеотид подвергают специ- 
фической химическ модификации, п иводящей к тому, что один 
е ой д. ции, Пр 
я связь которого способна 


из типов нуклеотидов, фосфодиэфирна 
фермента, превращается в 


о, расщепляться под действием данного 

СО яи | производное, неспособное вст пать В ферментативную реакцию. 

ПО” ИО, п , У 

аибший | римером может служить специфическое расщепление модифици- 
е 

и. 


ГЛ. 1, СТРОЕНИЕ НУКЛЕИНОВЫХ кислот 


рованной РНК под действием пиримидил-РНК-азы по остаткам 
цитидина после предварительного алкилирования остатков уридина 
в цепи РНК по №-3 с помощью производных карбодиимида 366, 307 
или после расщепления остатков уридина с помощью гидроксил- 
амина 38. Другим примером такого рода является специфическое 
расщепление РНК с помощью гуанил-РНК-азы по остаткам ино- 
зина и 2-экзо-М, М-диметиламиногуанозина после предварительной 
реакции производных гуанозина и 2-экзо-М-метилгуанозина с гли- 
оксалем 309. Более подробно эти реакции будут рассмотрены ниже, 


Таблица 1.3. Некоторые эндонуклеазы, расщепляющие полинуклеотиды “ 


Фермент 


Субстрат 


Предпочтительно 
разрываемые типы 
связей 


Конечные продукты 
расщепления полину- 
клеотида 


ОИЯИ 


РНК-аза Т› из та- 
кадиастазы 


РНК-аза ВасШиз- 
зи Ия 


РНК-аза Езсйег:- 
сШа сой 


Кислая РНК-аза 
селезенки 


Нуклеаза микро- 
кокков 


Панкреатическая 


ДНК-аза 1 


ДНК-аза И селе- 
зенки свиньи 


ДНК-аза 1 Езсйе- 
исша сой 


Стрептодорназа 


РНК 


РНК. одно- 
цепочечная 
днк 
Двухцепо- 
чечные ком- 
плексы ДНК 


То же 


-. Ар: Мр-.* 


‚Ор: Др. + - 
..@рЁ@р-.. 


..АрЁМр--. 
* Ор: Мр. .. 


Ар ЁМр--- 


Ар ЁМр..ОрЁМр... 


аналогично для дез- 
оксиряда 


4(-.-рМЕра.. - 
а ПРМРА:. 


Нуклеозид-3’-фос- 
фаты 


Нуклеозид-3’-фос- 
фаты и динуклео- 
ТиДы 


Нуклеозид-3’-фос- 
фаты 


Нуклеозид-3’-фосфаты 
и короткие олиго- 
чуклеотиды 


Нуклеозид-3’-фосфаты 
и динуклеотиды 


Нуклеозид-5/-фосфа- 
ты и динуклеотиды 
(65%) + тринуклео- 
тиды (25%) 


Крупные олигонуклео- 
тиды 


Олигонуклеотиды 
с концевым 5’-фос- 
фатным остатком и 
средней длиной це- 
пи —7 


Олигонуклеотиды 


Другим возможным сочетанием химических и ферментативных 
методов является химическая модификация фермента, приводящая 
к изменению его специфичности. Было показано, например, что 
расщепление 5$ РНК частично алкилированной пиримидил-РНК- 
азой приводит к более крупным олигонуклеотидным фрагментам, 
чем действие необработанным ферментом 310, 


ии, ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЬ НУКЛЕОТИДОВ 


ть, 73 
а 2. Принципы блочного метода 
ро м 5 
Кс Единственный подход, который : 
РИчек тановить полную структуру рыи позволил в настоящее время 
ес ус у руктуру ряда РНК, — так называемый «блоч. 


‘ам ® в ре 
ее ИН. ный Метод» основан на реконструкции структуры 


т полинуклео- 
ао тида на основании данных о структуре фрагмейтов, и 
ыы Ми при его частичном расщенлении. При этом проводят расщепление 
ы НИЖЕ по крайней мере, двумя разными методами, различающимися по 


своей специфичности. Обычно для РНК применяют гидролиз пири- 
в мидил- и гуанил-РНК-азами. После разделения полученных корот- 
ких олигонуклеотидных фрагментов (обзоры — см. 3-27) их строе- 


м ние устанавливают с помощью рассмотренных ниже методов. 

а Для тринуклеотидов строение однозначно вытекает из опреде- 
ыы ления концевых нуклеотидных остатков (см. стр. 44). Строение 
и фос: полинуклеотидов большей длины может быть в некоторых случаях 

установлено однозначно перекрестным расщеплением эндонуклеа- 
к зой другой специфичности, как это показано ниже для одного из 
ре тетрануклеотидов, выделенного при расщеплении аланиновой тРНК 
пиримидил-РНК-азой: 
ыы @рбрАрСр гуанил-РНК-аза 2бр + АрСр 


В других случаях оказывается полезным последовательное от- 

"-фосфаты | щепление нуклеотидов с конца цепи или частичный гидролиз оли- 
ел гонуклеотида тем или иным методом. 
| 


5 Известная специфичность ферментов позволяет воссоздать не“ 
!- фосфаты которые частичные последовательности полинуклеотидной цепи. 
отиды Далее проводят расщепление исходного полинуклеотида на более 
крупные блоки (чаще всего для этой цели применяют частичный 
у-фосфа” гидролиз гуанил-РНК-азой) и отыскивают в них участки нуклео- 
иклеотидн тидных последовательностей, позволяющие однозначно расставить 
ринуклео” | в полинуклеотидной цепи фрагменты, полученные ранее, и воссо- 
у здать таким образом полную структуру полинуклеотида. Сущест- 
вгонукйе” венным моментом для успеха такой реконструкции является че 
сутствие в нуклеотидной последовательности УВИКаДВНЫХ р ы- 
ин | которые могут быть использованы как опиразне Ви. т: 
м 5-40 | цели можно использовать концевые группы, а такж о ое 
статк Е" ненты или олигонуклеотиды, встречающиеся в и. 
лиЕо | тативного гидролиза полинуклеотида только один раз. 
итиды ] 3. Исследование первичной структуры 
полинуклеотидов 
ы ом полного установ- 
он | тРНК (обзоры см. 82" 52°). еее новансав-в 
Я = ления структуры нуклеиновой твой сообщалось о расщиф- 
- 1965 г. работа Холли с сотр. , в кей. Мы рассмотрим 
ри ровке структуры аланиновой тРНК из дро : 


ГЛ. 1. СТРОЕНИЕ НУКЛЕИНО 


ВЫХ КИслот 


эту работу более подробно для ран конкретного приложе. 
ния описанных выше принципов *. ы з 

При частичном гидролизе аланиновой тРНК под действием гуа- 
нил-РНК-азы были выделены два больших фрагмента (схема 1), 
каждый из которых соответствовал приблизительно половине мо. 
лекулы *'9. В состав фрагмента (а), содержащего 3 -концевую груп. 
пу тРНК, входят редкие компоненты 1-метилинозин (положение 39) 
и риботимидин (55), которые встречаются только один раз в дан- 
ной РНК; они могут быть использованы как отправные точки при 
воссоздании последовательности нуклеотидов в молекуле. Иссле- 
дуемый препарат аланиновой тРНК был смесью двух близкород- 
ственных соединений, у части молекул остаток уридина в положе. 
нии 48 был заменен на остаток 5,6-дигидроуридина; при гидролизе 
образовывалась соответствующая смесь близких олигонуклеоти- 
дов, которые обычно не разделялись и содержали (по данным спек- 
трофотометрического определения) дробное число молей уридина. 
Это характерное свойство позволяет однозначно идентифицировать 
нуклеотиды, содержащие такой фрагмент, и использовать его как 
отправную точку, подобную редким компонентам; мы будем назы- 


вать его в дальнейшем компонентом 0. 

3’-Концевая последовательность нуклеотидов аланиновой тРНК 
входит в состав гексануклеотида ОРСрСрАрСрСр (Бб, см. схе- 
му 1), образующегося при полном гидролизе тРНК гуанил-РНК- 
азой. При частичном гидролизе этим же ферментом выделены два 
фрагмента, содержащие указанную последовательность. Один из 
них (А4) состоит из 11 остатков нуклеотидов и при полном гидро- 
лизе гуанил-РНК-азой дает кроме Б6 пентануклеотид АрСрОрСрбр 
(55), что однозначно решает вопрос о структуре А4. Другой фраг- 
мент (А5) содержит 18 остатков нуклеотидов, при его полном гид- 
ролизе гуанил-РНК- 
3/- 


довательностью нуклеотидов октанук- 
леотида В1, обнаруженного при гидролизе тРНК пиримидил- 


* Здесь и ниже мы в целях удобства изложения опускаем некоторые де- 
тали, не имеющие существенного значения. Результаты рассматриваются не в 
их исторической последовательности, приводятся только минимальные данные, 
необходимые для установления структуры, а многочисленные факты, ее под- 
тверждающие, опущены. 
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(в) реконструкция молекулы 
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Схема 1. Установление первичной структуры аланиновой тРНК из дрожжей: 
А! ... АЭ — продукты частичного гидролиза гуанил-РНК-азой; Б!... Б1? -— про- 
дукты полного гидролиза гуанил-РНК-азой; В! ... В9— продукты полного гид- 
ролиза пиримидил-РНК-азой; Г! — продукт частичного гидролиза продуктов А 
гуанил-РНК-азой. очено стандартных сокращений (см. стр. 20, приняты сле- 
е е2 
дующие обовначения: @ —гметилгуанозин; @_ 2-2кзо-М.М-диметилгуанозин; 
„. 
1— гметилинозин; 0 — 5,6-дигидроуридин; О — смесь уридина и 5,6-дигидроури- 


дина. Выделены концевые группы и редкие нуклеотиды, использованные как 
опорные точки при реконструкции последовательности. 


ГЛ. 1. СТРОЕНИЕ НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ 


* 

РНК-азой, который оканчивается компонентом 0. С Другой сто. 
роны, октануклеотид В1 входит в состав фрагмента Б2, что позво- 
ляет в итоге реконструировать последовательность нуклеотидов 
38—53*. Вся данная последовательность входит в состав олиго. 
нуклеотида А2, выделенного при частичном гидролизе гуанил- 
РНК-азой. При полном гидролизе А? тем же ферментом обра- 
зуется кроме продуктов, которых можно ожидать на основании 
уже имеющихся данных, еще | моль гуанозин-3’-фосфата и уни- 
кальный тетрануклеотид ТрЧрСрОр (Б3). Поскольку риботими- 
дин встречается в молекуле только один раз и при гидролизе тРНК 
пиримидил-РНК-азой образуется тринуклеотид @рО@рТр (В2), по- 
следовательность нуклеотидов в АО (38—58) устанавливается од- 
нозначно. Наконец, при частичном гидролизе ТРНК гуанил- 
РНК-азой найден ол 


образом может быть 
3’-концевого фрагмен с 

Аналогичным путем была установлена последовательность 
5’-концевого фрагмента аланиновой тРНК [фрагмент (6) на схе- 
ме 1]. В качестве исходных точек можно использовать концевой 
остаток гуанозин-5’-фосфата ир 
зин (9), 2-экзо-М, М-диметилгуа 
вательность 1—1] вытекает из 
тов Аб, В4 и В5, последовате 
структуры фрагментов А7 и 


› под действием гуанил-РНК- 

продуктов гидролиза А7 два три- 

дигидроуридиловую кислоту (Б9 и Б!0), 

и гуанозин-3’-фосфат. Присутствие в про- 

расщепления ТРНК пиримидил-РНК-азой тринуклеотида 

Ар@рСр (В7) позволяет считать, что фрагменты Б10 и Б!1 соеди- 

нены между собой. При частичном гидролизе гуанил-РНК-азой 

олигонуклеотид Д8 удалось расщепить на тринуклеотид Б9 и фраг- 

мент, состоящий из 16 остатков нуклеотидов (ГР); следовательно, 

Б9 составляет 5’-конец последовательности 8. 5”-Конец олигонук- 
леотида Г] может иметь структуру ГХУ или Т.ХУа. 


н Е о Ма: 
@рОр ! Ар@рСр! @рСр! @рСр!... ТХУ 


Н Ме, 
Ср! Чр@рУр! АрбрСр | @рСр]... ГХУа 


* Недавно показано 5%, что фрагмент В1 является в действительности не 
окта-, а нонануклеотидом и предложенная Холли с сотр. последовательность 
аланиновой ТРНК должна быть изменена: в нее входит дополнительный оста 
ток гуанозина между положениями 47 и 48, 


ры 


ИИ. ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЬ НУКЛЕОТИДОВ 


т о ними был сделан на основании того, что п 

щеплении Г! пиримидил-РНК-азой единственным прин тра рас- 

ным продуктом гидролиза является АрСрСр, в то вреия" а 
И 


структуре .Х\Уа должен был бы прис 


Сопоставление продуктов, образующихся при гидролизе фрагмен. 
тов А8 и АЭ гуанил-РНК-азой, позволяет продлить цепь еще на 
аа звена и получить таким образом последователь- 

‚В продуктах гидролиза 5’-фрагмента (6) аланиновой тРНК под 
действием пиримидил-РНК-азы обнаружен уникальный динуклео- 
тид 1р@р (В8); это однозначно показывает структуру 3’-концевого 
участка изучаемого фрагмента. Близость редкого компонента к 
концу цепи изучаемого фрагмента позволяет однозначно решить, 
что два динуклеотида СрСр (фрагменты Б7 и Б8) должны нахо- 
диться на участке последовательности 11—14; поскольку струк- 
туры обоих динуклеотидов одинаковы, последовательность всего 
фрагмента (1—36) устанавливается однозначно. 

Оба исследуемых фрагмента (а) и (6) имеют, естественно, кон- 
цевые группы, характерные для полной молекулы тРНК, поэтому 
их объединение может быть выполнено только одним путем [часть 
(в) схемы 1]; правильность реконструкции подтверждается выделе- 
нием уникального тринуклеотида Тр@рСр (В9) при расщеплении 
тРНК пиримидил-РНК-азой. Таким образом, последовательность 
нуклеотидов вдоль всей цепи молекулы тРНК установлена пол- 
ностью. 

Аналогичные методы были применены для выяснения структуры 
других транспортных РНК. В 1966—1967 гг. опубликованы ха 
ные об установлении структуры ТРНК из дрожже, специфичны х 
для переноса серина 32°, тирозина 321, валина 32? и фенилаланин т 
позднее появился еще ряд работ, посвященных ик а 
строения различных ТРНК ** 508-512, В первичной тен. 
различных ТРНК наблюдаются определенные общие рн а 
ности; они будут рассмотрены подробнее в гл. 4, посвящ 


роструктуре нуклеиновых кислот. 
а аа установления строения 55 РНК линь ыы 
сложной, чем в случае тРНК, о и Е 
пи ос 
в ие компоненты, что умень- 


твуют редк : 
деНнет необходимым получение пе 


утствовать также брбрОр. 


вторых, в его составе отсутс 


шает число опорных точек и ао би 
рекрывания последовательности выделенных фрагм 


ешить 
шем протяжении. Однако и в данном случае ие. Ва 
на основании анализа структур а только выделять и 
полинуклеотида гуанил-РНК-азой; И као таких фрагментов. 
идентифицировать значительно большее 
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Это было показано на примере установления структуры 5$ РНК 
из клеток культуры тканей КВ 328. Е 

Более интересным является подход, развитый Браунли и сотр. 
в работе 329, посвященной установлению структуры 5$ РНК из 
Езспейсма сой, — первой работе, в которой удалось полностью 
установить последовательность в такого рода полинуклеотидах. 
Этот подход основан на применении для частичного расщепления 
полинуклеотидов значительно большего набора методов. В допол- 
нение к частичному расщеплению полинуклеотидов гуанил-РНК- 
азой, использованному Холли и сотр., здесь применены еще два 
ферментативных метода частичного расщепления — частичный гид- 
ролиз пиримидил-РНК-азой и частичный гидролиз кислой 
РНК-азой селезенки, не обладающей абсолютной специфичностью 
(см. стр. 72), а также два химико-ферментативных метода. Пер- 
вый из них состоит во взаимодействии полинуклеотида с тозилатом 
М-циклогексил-№- (В-метилморфолинилэтил) -карбодиимида,  кото- 
рый при реакции с остатком уридина дает производное ГХУТ, 
устойчивое к действию пиримидил-РНК-азы; при последующей об- 
работке этим ферментом происходит расщепление только фосфо- 
диэфирных связей, образуемых цитидин-3’-фосфатом (см. стр. 72). 


/ МН 
сн» д) м\ 


Второй метод состоит в частичном метилировании полинуклео- 
тида диметилсульфатом и последующей обработке гуанил- 
РНК-азой. Фосфодиэфирные связи остатков гуанозина, подверг“ 
шихся метилированию по №-7, не расщепляются. 

В качестве иллюстрации эффективности такого подхода рас- 
смотрим определение 5’-концевой последовательности 5$ РНК из 
16 нуклеотидов [схема 2, часть (а)]. Отправной точкой здесь 
может служить концевой остаток уридин-5’-фосфата: он входит в 
состав динуклеотида Е1, полученного при полном гидролизе гуа- 
нил-РНК-азой, и тринуклеотида Д1, полученного с помощью хи- 
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мико-ферментативного расщепления по остаткам 
расщеплении полинуклеотида гуанил-РНК-азой по 
метилирования выделен гексануклеотид Г], 
однозначно вытекает из того факта 
гидролиза РНК аа а полного 
СрСрУр@р (Е?) и отсутствует изомерный продукт Собрета р И 
продуктов частичного гидролиза пиримидил-РНК-азой в з 
ь делен 
фрагмент Б1, который при полном гидролизе этим ферментом дает 
наряду с другими продуктами 2 моль тринуклеотида Ср@рСр (Ж! 
и Ж2); структура его реконструируется однозначно. Далее, сравне- 
ние продуктов гидролиза Б! и фрагмента В1, образующегося при 
действии кислой РНК-азы селезенки, позволяет добавить к 3’-кон- 
цу: реконструируемой последовательности остаток Ср. Сравнение 
В1 с фрагментом А!, полученным при частичном гидролизе гуа- 
нил-РНК-азой, дает возможность добавить к известным еще оста- 
ток Ср; наконец, фрагмент Б2 содержит еще один остаток Фр. 
Выделенный из продуктов расщепления полинуклеотида гуанил- 
РНК-азой после частичного метилирования (до действия фермен- 
та) гексануклеотид Г2 имеет перекрывающуюся с фрагментом Б2 
тетрануклеотидную последовательность; это позволяет добавить к 
3’-концу цепи еще два остатка нуклеотида и завершить реконструк- 
цию фрагмента 1. 
Аналогично была проведена реконструкция фрагментов 2, 3, 4 
и 5 [см. часть (6) схемы 2]; в качестве исходных точек использова- 
лись 3’-концевой остаток РНК и уникальные декануклеотиды, най- 
денные в продуктах полного гидролиза полимера под действием 
гуанил-РНК-азы (последовательности 24—33 и 87—96). 
Значительные трудности представляла окончательная рекон- 
струкция структуры молекулы, так как на 3’-конце фрагментов 
1—4 ина 5’-конце фрагментов 2—5 имеется одинаковая последова- 
тельность СрОрАр@р. Положение фрагментов 1 и 5 однозначи 
определяется концевыми группами, наконец, из продуктов и 
ного гидролиза 5$ РНК гуанил-РНК-азой удалось выделить олиг 


Зи 4. 
нуклеотиды, позволившие связать фрагменты 2, 
Другие ‘компоненты рибосомальной РНК. Молекулярный ый 
компонентов рибосомальной РНК 23$ и 16$ значительно выше, 


5$ РНК, и задача полноге установления ее - после- 
:) олимерах остается пока н ь й 
о УВовить" ы на 5’-концевом остатке рибосо 


Удалось установить структуру с з 
мальной РНК из ряда т навОв 330, 331, О 
леозида в полимере был помечен радиоантиет о о 
мощью полинуклеотидкиназы (см. стр. 47). т 
рибосомальной РНК из Езовейсма сой бя НО св Е 
пентануклеотидная последовательность р рАРУР .: 
компонента 23$ — тринуклеотидная р@рОор-Р .** 


цитидина. При 
сле частичного 
структура которого 


о) (6) 

Схема. Установление первичной структуры 58 РНК из Езсле- 

бр,Ср‚СрИр! Ср, бр Ср! бр бр! Ср:Ср!бр!ИрАрбы мена сой: А!- продукт частичного гидролиза гуанил-РНК- 
й ГО . ОА р азой: Б1, Б2—продукты частичного гидролиза пиримидил- 


Е РНК`азой; В1 — продукт частичного гидролиза кислой РНК-азой 
селезенки; Г!, Г2— продукты гидролиза гуанил-РНК-азой после 
предварительного метилирования; Д!— продукт гидролиза пири- 
мидил-РНК-азой после обработки карбодиимидом; Е!, Е? — про- 
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полного гидролиза ниримидил-РНК-азой. 
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6) реконструкция послеповательности молекулы 
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Осуществлен анализ продуктов, образующихся при полном рас- 
щеплении высокомолекулярных компонентов рибосомальных РНК 
под действием пиримидил- и гуанил-РНК-азы 332, 518. описано так. 
же частичное расщепление упомянутых полинуклеотидов под дей- 
ствием этих ферментов 333, 3%, причем получены фрагменты, срав- 
нимые по молекулярному весу с тРНК или 5$ РНК, Используя в 
качестве метки метилированные нуклеозиды, входящие в состав ри- 
босомальной РНК, удалось установить последовательность нуклео- 
тидов на участках, примыкающих к этим компонентам в составе 
16$ и 23$ РНК из Езспейсша сой 54. 

РНК вирусов. В случае вирусных РНК успехи, достигнутые при 
изучении структуры, еще более ограничены. 

С помощью химического метода последовательного отщепления 
мононуклеотидов удалось показать присутствие последовательности 
@рСрСрСрА на 3’-конце РНК вируса табачной мозаики 27; этот 
результат был подтвержден и другим методом 33°, 5. Сочетанием 
различных методов удалось установить идентичную ундекануклео- 
тидную последовательность на 3’-конце РНК фагов 12 28% 55, 5, 
М52 336, 55 р]756 а также последовательность из 16 нуклеотидов 
на 3’-конце РНК фага Ов?6. Интересно, что 3’-концевая тетранук- 
леотидная 1.оследовательность во всех исследованных случаях оди- 
накова. Е 

Оригинальный прием был применен для анализа 5’-концевой 
последовательности РНК фага в". Эта РНК может быть полу- 
чена биосинтетическим путем с использованием меченых предше- 
ственников, что позволяет применить метод «ближайших соседей» 
(см. стр. 63). На основании распределения радиоактивной метки 
в 5’-концевом олигонуклеотиде, полученном при гидролизе поли- 
мера  пиримидил-РНК-азой, при использовании, поочередно 
а-Р-гуанозин-, &-3Р-аденозин- и а-?Р-цитидин-5 -трифосфатов 
Удается однозначно реконструировать концевую, АНИ 
ность ррОрОрбр@рАрАрСрС--*. В другой работе А 
что препарат РНК фага Ов негомогенен. Наряду с молекул ы 
имеющими указанную выше 5’-концевую последовательность, к 
сутствуют также молекулы, содержащие дополнительный осле 
гуанозина на 5’конце. О 5’-концевой последовательности 


фага М$2 см. 518 519, - 
При гидролизе РНК вируса табачной мозаики действием гуа 


нил-РНК-азы удалось выделить три длинных олигонуклеотида 


; х положения 
| й ости 338; для локализации и 
нЕ ое ’ем частичной депротеинизации 


в молекуле РНК использован прием . 
РНК фата, а что депротеинизация фаровой Ри м" 
ствием додецилсульфата происходит последовател Рае: 
’-конца цепи РНК 3. Прерывая процесс депротеин а 
ные моменты времени и расщепляя освободившуюся о 
определить относительное расположение различных Фр . 
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Из продуктов частичного гидролиза РНК фага К17 под дей- 
ствием гуанил-РНК-азы Т: выделен ряд длинных олигонуклеоти. 
дов, для одного из которых удалось установить последователь- 
ность 520, Он содержит 57 мононуклеотидных остатков; его нуклео- 
тидная последовательность соответствует  последовательности 
аминокислот 81—99 в белке оболочки фага. 

ДНК. Установление полной последовательности оснований в 
природных ДНК представляется делом довольно отдаленного бу- 
дущего. Это связано помимо чрезвычайно большого молекулярного 
веса ДНК с отсутствием специфических методов расщепления, ко- 
торые позволяли бы получать олигонуклеотидные фрагменты до- 
статочно большой длины и однозначно устанавливать их последо- 
вательность. 

Доступные в настоящее время методы химического расщепле- 
ния ДНК (см. стр. 68) позволяют получить полипиримидиновые 
или полипуриновые фрагменты, содержащие обычно до 6—7 остат- 
ков мононуклеотидов 30-32. Такие фрагменты, вероятно, могли бы 
’оказаться полезными при установлении структуры более длинных 
фрагментов ДНК, однако специфические методы получения по- 
следних не разработаны. Метод химического расщепления был 
применен для решения некоторых частных вопросов структуры 
` ДНК, например об относительном расположении гликозилирован- 
ных и негликозилированных остатков 5-оксиметилцитидина в ДНК 
Т-четных фагов 348. 

С другой стороны, существуют методы расщепления ДНК (на- 
пример, при помощи гидродинамического сдвига), приводящие к 
фрагментам, размеры которых для структурных исследований 
слишком велики; эти фрагменты можно примерно оценить по их 
нуклеотидной последовательности с помощью метода гибридизации 
(см. стр. 61). Так, подвергая ДНК контролируемому расщепле- 
нию при помощи ультразвука, разделяя полученные фрагменты 
центрифугированием в градиенте плотности хлористого цезия и 
изучая их способность к гибридизации с разными видами РНК, 
удалось определить приблизительную длину участков ДНК, ответ- 
ственных за биосинтез некоторых компонентов рибосомальной РНК, 
и определить их взаимное расположение 34. 

В связи с проблемой установления нуклеотидной последователь- 
ности в полинуклеотидах очень большой длины, подобных ДНК, 
большие перспективы имеют, по-видимому, методы, основанные на 
применении электронной микроскопии. Расстоян 
ниями в полинуклеотидной цепи денатурированной ДНК состав- 
ляет около 7 А. Можно надеяться, что применение электронных 
микроскопов с достаточно высокой разрешающей способностью 
позволит непосредственно увидеть отдельные нуклеиновые основа- 
ния в полинуклеотидной цепи и определить таким образом после- 
довательность мономерных звеньев. Возможность реализации Та- 
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кого подхода зависит от -успешного 
С одной стороны, существенное значен 
ние техники электронной микроскопии 
образцов. С другой стороны, необходи 
мической модификации ДНК, позволяю 
различные виды оснований. Важно, чтобы вводимая метка была 
достаточно хорошо видна при электронной микроскопии, т. е. мо- 
дифицирующий агент должен содержать атомы тяжелых металлов 
(например, свинца, ртути, меди, урана) или функциональные 
группы, способные образовывать устойчивые комплексы с катио- 
нами этих металлов. Некоторые реагенты, по крайней мере ча- 
стично удовлетворяющие поставленным требованиям, уже созданы; 
они будут упомянуты ниже. Практическая проверка этого интерес- 
ного подхода к установлению последовательности нуклеотидов в 
полинуклеотидных цепях, однако, пока еще не осуществлена. 


разрешения двух проблем. 
ие имеет усовершенствова- 
и методики приготовления 
ма разработка методов хи- 
щих избирательно пометить 
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Как видно из материала предыдущего раздела, задача установ- 
ления первичной структуры нуклеиновых кислот является весьма 
сложной и разрешена пока лишь в некоторых простейших случаях. 
В связи с этим большое значение для исследований связи струк- 
туры и реакционной способности, а также биологической активности 
приобретают модельные олиго- и полинуклеотиды определенного 
строения. Некоторые полинуклеотиды такого типа (см. стр. 64) 
получены из природных объектов, однако систематическое исполь-° 
зование модельных полинуклеотидов для решения физико-химиче- 
ских и биологических проблем стало возможным только после раз- 
работки методов препаративного получения подобных соединений 
с помощью химического или ферментативного синтеза. Химические 
методы синтеза имеют значение для получения олигонуклеотидных 
соединений; для получения же полинуклеотидов применяются фер- 
ментативные и химико-ферментативные методы. а 


* 
1. Химические методы синтеза 


со- 
Ключевой стадией при синтезе О 
здание 3’—5’-фосфодиэфирной связи между и я Я 
дов, входящими в состав полимера. В настоящее вр 
используют два основных метода. 
первом из них («фосфодиэфирном») м 
возникает при взаимодействии активир 


ОВЕН 


жнуклеотидная [9:72] 
нного производного 


* Обзоры — см, 545-348, 


6* 
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моноэфира фосфорной кислоты (нуклеотидный компонент) и гидр. 
оксильной группы второго (нуклеозидного) компонента: 


о о [е) 
п: 
вО-Р-ОН —> нс ——> Во -ОК +85 


ОН ОН ОН 
ТХУИ 
К и В’ -— различные радикалы 


ГХУШ (первый реагент, использованный для полимеризации нук- 
леотидов) 351 и хлорангидриды ароматических сульфокислот, преж- 
де всего мезитиленсульфонилхлорид [ХХ (К = СНз) и 2, 4, 6-три- 
изопропилбензолсульфонилхлорид хх [в= (СНз)>СН]з2?, 


В 
СНиМ=С=МС Ни и Ааа 
ее 
ху хх 


о 

с ко 

ЩО Ра 

Е 7 во/| |Сов 

А > 

ко-Р-0-С ВОР ОЗО,А: “ г 
он МНСНы он о ов 
ьхх ЬХхХ1 ЕххИ 


в- различные радикалы 
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Вследствие этого дальнейшего превращения диэ 
ы не пи СКодит даже при заметном избытке нуклеоз 
компонента; этот факт позволяет использовать в качестве идного 
зидного компонента не только производные нуклеозидов нуклео- 
щищенные производные нуклеотидов (см. ниже) ‚ но и за- 

Под действием хлорангидридов ароматических сульфокислот 
может происходить активация и фосфодиэфиров. Эта реакция ле 
жит в основе другого подхода к синтезу олигонуклеотидов (так 
называемый «триэфирный метод синтеза») 354; 


фира в триэфи- 


{®) 


В. во. | во 
вон К ОРОХ» ее. 
и оон 


хх 

[@) о о 

во. 1 х ®”он, ро | [ 
—Х —=> =РЕ-ОВ”” > ВО-Р—ОВ”” 
Вох нх | | в 


ОВ’ ОН 
2 хх ТХхХхУ 
3 
муз: Ви В” — остатки нуклеозидов; В’— защитная группа 


кг Промежуточные активированные соединения фосфодиэфиров 
к имеют, видимо, структуру ЕХХШ (Х=$02Аг); аналогичные со- 
единения можно получить и из соответствующих нуклеозидов. Так, 
$ при фосфорилировании нуклеозидов с помощью В,В,В-трихлорэтил- 
кг фосфодихлорида ССзСНзОР(О)С образуется активированный 
диэфир ГХХШ (Х=С, В” = ССВСН.2)355. Группировка В’ в ис- 
ходном диэфире или фосфорилирующем агенте выбирается таким 
образом, чтобы она могла быть избирательно удалена из промежу- 
точного триэфира ЕХХ!У без расщепления межнуклеотидной связи, 
что позволяет осуществить переход к желаемому фосфодиэфиру. 

Полинуклеотиды можно рассматривать как полимеры нуклео- 


зид-3’-фосфатов или нуклеозид-5’-фосфатов; соответственно нуклео- 
может быть производным 


тидный компонент, вводимый в реакцию, 

нуклеозид-3”- или нуклеозид-5’-фосфата. В ряду дезоксирибону- 

клеотидов наибольшее ПАО получил второй путь, В 

ряду же рибонуклеотидов — первый. 

у оОеаЕаь производное нуклеотидного ое Ари 
вступать в реакцию не только с гидроксильной а а 
ного компонента, но и с другими уе еи соединений 
ными группами присутствующих в И ораний фосфатные 
(аминогруппы и гидроксильные ‘группы основ р 


С-27). 
группы, гидроксильные труппы углеводного остатка при, ) 
Для устранения этих побочн 


ых реакций необходима защита 
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и. 
функциональных групп в нуклеотидном и нуклеозидном компонен. 
тах. Примеры использования различных защитных ГРУпп будут 
рассмотрены ниже; существенно отметить только, что должны при- 
меняться лишь такие защитные группы, которые могут быть от. 
щеплены в мягких условиях, не приводящих к расщеплению ИЛИ 
изомеризации межнуклеотидной связи (см. главу 10). 

Возможность взаимодействия активированного производного 
нуклеотида с водой делает необходимым проведение синтеза олиго- 
нуклеотидов в строго безводных условиях; в некоторых случаях 
это вызывает трудности из-за плохой растворимости производных 
нуклеотидов в органических растворителях. 

Несмотря на применение защищенных производных нуклеоти- 
дов и нуклеозидов, некоторые побочные реакции (например, обра- 
зование пирофосфатов при синтезе исходя из моноэфиров фосфор- 
ной кислоты) все же имеют место; вследствие этого требуется тща- 
тельная хроматографическая очистка продуктов реакции. Одним 
из приемов, позволяющих существенно упростить очистку продук- 
тов реакции, является фиксация одного из компонентов реакцион- 
ной смеси на полимерном носителе 356—360. Такой полимер может 
быть легко отделен от других компонентов реакционной смеси. 
Продукт реакции, фиксированный на полимере, можно подвергать 
дальнейшим превращениям, что значительно упрощает многоста- 
дийные синтезы. Наконец, после выполнения всех стадий продукт 
может быть отщеплен от полимера и выделен в чистом состоянии. 


Такой подход к синтезу олигонуклеотидов привлекает сейчас боль- 
шое внимание *. Неспецифичность химических методов создания 
межнуклеотидной связи, являющаяся недостатком химического 
подхода к синтезу олигонуклеотидов (получение защищенных про- 
изводных нуклеозидов и нуклеотидов требует многостадийных син- 
тезов), в данном случае дает ряд п 

б 


Олигодезоксирибонуклеотиды. Простейшим подходом к получе- 
нию гомогенных олигодезоксинуклеотидов является полимеризация 
(точнее поликонденсация) мононуклеотидов. Так, при полимериза- 
ЦИИ тимидин-5’-фосфата под действием дициклогексилкарбодиимида 
были получены олигонуклеотиды общей формулы (рат) ». ‘со. сте» 
пенью полимеризации до 15 361-363. Одной из существенных побоч- 


* Существенным условием успеха при многостадийном синтезе на полимер- 
ных носителях является количественное протекание отдельных стадий процесса: 
этого не удается пока достичь с помощью существующих методов создания фос 
фодиэфирной связи, 
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ных реакций, происходящих при полимеризаци 
вание циклических олигонуклеотидов; для ее С является образо- 
ЦИОННОЙ Я добавляют «терминатор полиме ДАВИ к реак- 
В омомихин. 5 Фосфат; в этом случае о вить ола 3/-О-аце- 
у которых 3-концевая гидроксильная группа Е: 
т 
В реакцию а ть фосфатов 
№М-анизоилдезоксицит НВ оные И. 

идин-5”-фосфат ГХХУ (В=Н Экзо 
зоилдезоксиаденозин-5’-фосфат ЕХХУТ (В = Н) ), 6-экзо-М-бен- 
тилдезоксигуанозин-5’-фосфат ГХХУП (В=Н) ны 2-экзо-М-аце- 
ризующегося звена и их 3’-О-ацетаты (ПОХ В СО 
в качестве терминаторов полимеризации. После тщеплени: СНзСО) 
ных групп действием аммиака удается получить Е защит- 
выез6*, олигоадениловые 365 и олигогуаниловые 36° иСЛОт ВЕ 


жащие 5’-концевую фосфатную группу. 
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атора полимеризации 
фата, отличающегося 
лимеризующегося 
гонуклеотиды общей структуры 
были получены, например, при 


При использовании В качестве термин 
ацетильного производного нуклеозид-5’-фос 
по структуре гетероцикл 
звена, а получить оли 
(Р№ирХ. Подобные соединения 
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а аи <. 


у 
полимеризации смеси тимидин.5’-фосфата и 4-экзо-М,3 -О-диаце. 
тилдезоксицитидин-5/-фосфата 38; 


1. Дициклогексил- 
карбодиимид 


2. МН4ОН ге (РаТ)ирас 


Ас 
прат + рас —Ас 


Подход, основанный на полимеризации защищенных дезокси. 
нуклеозид-3’-фосфатов, был также исследован 357; в этом случае 
получаются менее удовлетворительные результаты, 

В качестве полимеризующегося звена можно использовать ди- 
нуклеотиды с 5’-концевой фосфатной группой (получение таких 
соединений —см. ниже); в результате такой блок-полимеризации об- 
разуются олигонуклеотиды, содержащие повторяющуюся динуклео- 
тидную последовательность 368, 369, например, в случае 5’-фосфотими- 
цилил- (37 5’) -2-экзо-М-ацетилдезоксигуанозина: 


1. Дициклогексил- 
пратраа що (раТраа), п=2—6 


Аналогичный подход — полимеризация три- или тетрануклео- 
тидного блока — был также использован для получения олигону- 
клеотидов с повторяющейся тринуклеотидной 370, 371 и тетрануклео- 
тидной 372 последовательностью. Для синтеза соединений такого 
типа часто применяется и другой подход, основанный на ступенча- 
том наращивании цепи олигонуклеотида, 

В этом случае возмо 
бой заранее заданной 


В’=Ас; Ю”=РЬСНЬ, 

= Ас) получен про- 

= РВСН,), который 

нзильной группы и дезацети- 

ю превращался в динуклеозидфос- 


Аналогичные синтезы с помощью фосфотриэфирного метода 
были выполнены и в последнее время 354, 355. В качестве нуклеотид- 
ного компонента использовали 5’-О-тритилтимидин-3^- (В, В, В-три- 
хлорэтил) -фосфат [ХХУШ (В’= Те; В” = ССЬСН» Х=СЙ) или 
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В-остаток тимина 


При ступенчатом синтезе олигонуклеотидов фосфодиэфирным 
методом в качестве нуклеотидного компонента обычно применяют 
производные нуклеозид-5'-фосфатов. Так, тимидилил-(3/—5') -ти- 
мидин был получен взаимодействием 3/-О-ацетилтимидин-5'-фос- 
р! фата ГХХХИ и 5'-О-тритилтимидина в присутствии дициклогексил- 


карбодиимида 35\ (стр. 90). 

Полученный защищенный динуклеозидмонофосфат ТХХХШа 
после обработки разбавленной кислотой ДЛЯ удаления трифенилме- 
тильной группы и аммиаком для удаления ацетильной группы мо- 


жет быть превращен в динуклеозидмонофосфат ТХХХ!. Промежу- 
точный продукт ТХХХ!Шб, возникающий после отщепления только 
одной из защитных групп, может быть вновь использован в каче- 
стве нуклеозидного компонента для а ар 
связи. Конденсация его с соответствующи - 
зид-5/-фосфатом [например, ТХХУ— ХХУП (в =СОСН:з)] позволяет 
получить защищенны тринуклеозиддифосфат; этот процесс 
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СЗ ы 
наращивания нуклеотидной цепи на 3’-конце может быть повторен 
и далее. 
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Подобная последовательность реакций была использована для 
синтеза многих олигодезоксинуклеотидов 369, 374—378, например доде- 
кануклеотида, содержащего остатки тимидина и цитидина: 


1. рАТ—Ас дициклогек- 3. раб Ас; дициклогексил- 
силкарбодиимид карбодиимид 
2. ОНТ 


м—— 
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повторение реакций 


—> 4(1"-ТРТрСртртрб) — 5—0 лважщы 


и. н* 
—> а[Пг-ТрТрбр(Тртрбр)] —©Н 
где 5 остаток 4 


> «(ТрТрСр), 
-экзо-М-анизоилдезоксицитидина. 


Аналогичный прием — использование в качестве нуклеозидного 
компонента олигонуклеотида и наращивание полимерной цепи с 
3’-конца — был использован и при синтезе олигонуклеотидов на по- 
лимерном носителе 357-360. В этом случае был успешно реализован 
и другой вариант — наращивание полимерной цепи с 5’-конца с ис- 
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пользованием в качестве нуклео 
ного олигонуклеотида (на а компонента 3’-защищен- 
зида) °°: адии — защищенного нуклео- 
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3’-концевой фосфатной группой 358, 380, как показано на следующей 
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В-остаток тимина; (Р)-остаток полимерного носителя; В=СеНьСосСНьсн,со- 


Аналогичный подход к наращиванию олигонуклеотидной цепи 
был осуществлен и для реакции без полимерного носителя 35% 355. 

В качестве нуклеотидного компонента можно применять и оли- 
гонуклеотид с 5’-концевой фосфатной группой 38% 382. Такие олигону- 
клеотиды могут быть получены ступенчатым наращиванием олиго- 
нуклеотидной цепи с 3’-конца при использовании в качестве «ну- 
клеозидного» компонента защищенных по фосфатной группе произ- 
водных нуклеозид-5’-фосфатов типа 1ХХХ[У, например нуклеозид- 
5’- (В-цианоэтил) -фосфатов ГХХХ[Уа 383—385, нуклеозид-5^- (В,В,В-три- 
хлорэтил) -фосфатов 1.ХХХГУб 386, 387 или продуктов конденсации 
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оксинуклеозид-5’-фосфа ” 3. 
ом ХИ) авс ратов © 275" (диметокаибонаилиден) уриди- 
[9 
©) 
[е) | ОСН В | Е 
во а - а.В=МССН»СН,— ьВ=— осн, | и\ 
он 5. = ССЦСН, = 
НО 
О. 
ххх ы 
осн; 
В-остаток основания ОСН; 


Конденсация олигомерного нуклеозидного компонента с олиго- 
мерным нуклеотидным компонентом позволяет наращивать поли- 
мерную цепь сразу на несколько звеньев, что существенно облег- 
чает получение длинных олигонуклеотидов. Примером эффектив- 
ности такого приема может служить синтез олигонуклеотида, 
содержащего 24 остатка тимидина, конденсацией двух додекану- 
клеотидов 390, а также синтез додекануклеотида с разными остат- 
ками нуклеозидов: 


1. Мезитиленсульфо- 
хлорид 
2. ОН 
а[МССН,СН,—рТ(рТ)и! + а[(рТ)ирТ-Ас] > а(рТ) 
1. Мезитиленсу льфо- 


ь хлорид 
уе Ух Хх 2. ОН 
а(МССН,СН, —рТрТрХрАрТрТ) + а[рАрбрАррТр о вменечит-: 


—> а(ртрТрАрАртрТрАрбрАрАрТрА) 


где А- остаток 6-экзо-М-бензоилдезоксиаденозина, С— остаток 
4-экзо-М-анизоилдезоксицитидина. : 
Олигорибонуклеотиды. Методы химического и. Е 
ряду соединений разработаны значительно ны а 
олигодезоксинуклеотидов. Относительно досту 


в 
з91, 392 тезу же олигонуклеотидо 
лишь тринуклеозиддифосфаты ‚ син ас инь 


более высокой степени полимеризации пос ана аабидь- 
работ 33-395, Это связано, прежде всего, ое ая ва 
ностью межнуклеотидной связи рибонукле 
и способностью ее к изомеризац, Г 
что осложняет выбор защитных групп, 


. главу 10), 
в кислой среде (см. гл 
г значительные трудности 
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возникают также из-за необходимости защиты 2’-гидроксильной 
группы вводимых в реакцию нуклеозидов и нуклеотидов. 

Обычный подход к синтезу олигорибонуклеотидов СОСТОИТ В сту. 
пенчатом наращивании олигонуклеотидной цепи с 5’-конца. Для 
синтеза динуклеозидфосфатов используют обычно в качестве нук. 
леотидного компонента 2’,5’-защищенные рибонуклеозид-3’-фос- 
фаты ГХХХУ, а в качестве нуклеозидного компонента — 2’, 3’-защи. 
щенные рибонуклеозиды ЕХХХУ1. 


ВОСН, Ге) В 
ыы ВОСН2 о В ноСН: о в 
| 
р-он 
> < ов’ в ов’ 
СХхХХУ дициклогексил- 
.. карбодиимил о=р-оН 2х ЖА 
НОСНЬ О В ОСН. О ОСН, о В 
В"О В" ВО в" в"О 0 в" 
хххУ1 ЕХХХУ И ХХХ 


В-остаток основания 


Так, удобно вводить в реакцию 2',5'-ди-О-ацетилнуклеозид-3”-фос- 
фаты и 2’,3’-О- (п-метоксибензилиден) - или 2’,3/-О- (п-диметилами- 
нобензилиден) -нуклеозиды 3%, 397. После мягкого щелочного и кис- 
лотного гидролиза защищенный динуклеозид ГХХХУИ (В=К’=Ас; 
В’+В”=> СНАг) переводят в свободный динуклеозидмонофос- 
фат ГХХХУШ (В’ = В” =Н) 

Для дальнейшего наращивания цепи существенно, чтобы 5'-гидр- 
оксильная группа промежуточного защищенного динуклеозида 
могла быть освобождена в условиях, когда остальные защитные 
группы остаются незатронутыми, т. е. чтобы был возможен переход 
от защищенного ГХХХУП к частично защищенному динуклеозид- 
монофосфату ГХХХУШ (В’ и В” — защитные группировки). Такой 
частично защищенный динуклеозидфосфат может быть использо- 
ван в качестве нуклеозидного компонента при дальнейшем син- 
тезе — его конденсация с нуклеотидом ГХХХУ приводит к защи- 
щенному тринуклеозиддифосфату. 


1Х. СИНТЕТИЧЕСКИЕ ПОЛИНУКЛЕОТИДЫ 


Наиболее успешным 

лее ) м оказа; а 

качестве нь азался подход, основанный на испПолЬзО- 
: уклеотидного компонента 5'-О-моно (или 

окситритил-2 -О-ацетилнуклеозид-3'-фосфахо» ав ат 

р ЕР, , кле- 
озидного — 27,3 ди О-ацетил (или бензоил-) нуклеозидов а 
группы гетероциклических ядер обоих компонентов также должны 
быть защищены). Таким путем были получены все 64 возможных 
тринуклеозиддифосфата, составленные из обычных нуклеотидов 
входящих в состав РНК 3. Н 


Ё другого подхода, основанного на применении для 
защиты о -гидроксильной группы нуклеотидного компонента аце- 


тильной, (целочнолабильной) группы, оказалась несколько более 

сложной 39 ы °, однако, исходя из 5”-О-ацетил-9/-О- (а-этоксиэтил) - 
у 

нуклеозид-3’-фосфатов и 2 ‚3'-О-этоксиметилиденнуклеозидов (для 


ованы дим етиламинометилидено- 


вые производные, см. стр. 421), удалось получить ряд тринукле- 


озиддифосфатов 39% &01, 402, 
Динуклеотиды с 3/-концевой фосфатной группой могут быть по- 
лучены прямым фосфорилированием динуклеозидмонофосфатов 463 
или синтезом с использованием в качестве нуклеозидного компо- 
нента защищенных производных нуклеозид-3’-фосфатов 404—407 или 
нуклеозид-2’,3’-циклофосфатов 407-409, например: 


. 2 
АСОСНЬ Ге) В НОСН› О. В 1, дициклогексил- 
НЕ Е карбодиимид 
К 


и 2. Мон носН: о В 
ЗН. 
ох" о =о о т . 
Нео а ОН 
бы ОСН(СвН5)› Е ой 
ИД и / в? 
Яра оснь 
и Асосн, о В носн, в" о 
ое | Е 1. дициклогексил- 
И (> оф карбодиимид и 
| иди оо 2. пиримидил-РНК-аза 
160 д г ОСОСН; \ 3. МНаОН о—ь-—он 
ый 
обе Аа оРЫ 67 ‘он он 
| Г] 
т ма 1 В2 и оснований 
ые пер И В', В-остатки осно 
о | 
Я" . чению динуклеозидмонофос- 
ии Предложен и другой подход к В змащеннойо нуклеозид- 
и и И фатов, основанный на конденсации 4 , 
й 
| ей $ 
о 


>» 
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г ла 410, 411 а 
5'-фосфата и 2’,5’-дизамещенного нуклеозида ‚ например: 


(снз)зссоосн? © В' НОСН» о в’ 


$7, 


но м 


+ = 


к 


[9] 
хи 
СНОСН: 
В\ В*-остатки оснований 


| 
(НО),Р-ОСНь о В* 
о | 


2. Принципы ферментативного синтеза 
олиго- и полинуклеотидов 


Для ферментативного синтеза фосфодиэфирной связи в олиго- 
и полинуклеотидах используются ферменты трех различных групп. 

Выше уже рассматривалось (см. стр. 69) расщепление поли- 
и олигорибонуклеотидов под действием рибонуклеаз. Первая ста- 
дия реакции — превращение фосфодиэфира рибонуклеозида в ци- 
клофосфат — в значительной степени обратима, и в определенных 
условиях при обработке циклического фосфата моно- или олиго- 
нуклеотида (нуклеотидный компонент) избытком нуклеозида или 
нуклеозид-3’-фосфата (нуклеозидный компонент) удается достиг“ 
нуть образования 3—5’-фосфодиэфирной связи: 


Здесь В — остаток основания; В — атом водорода, остаток мо- 
но- или олигонуклеотида; К’ — остаток нуклеозида или нуклеотида. 
Возможность применения рибонуклеаз для синтеза межнуклео- 
тидной связи была впервые обнаружена в случае пиримидил- 
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РНК-азы (панкреатической РНК-азы) ч?-и5. Аналоги 
: дналогичные реакцу 
Удалось ть с гуанил-РНК-азой Т, 418-419 и тина 
( Е [4 в ‹ г 
| азой актиномицетов ^^”, а также с некоторыми другими РНК-азами 
Е ы ) а! ’ 
обладающими менее ярко выраженной специфичностью к струк- 


туре основания нуклеотидного компонента 421, 

Другая группа ферментов катализирует образование олиго- или 
полинуклеотидов с 3—5 -фосфодиэфирными связями из рибо- или 
дезоксирибонуклеозид-5’-трифосфатов или рибонуклеозид-5”- дифос- 


в фатов. Протекающие при этом реакции могут быть схематически 
представлены уравнениями: 
прррМ —> (р№)„ + Нар, О, 


пррМ = (РМ), Е иН:РО, 


ОН Некоторые свойства ферментов этой группы, используемых для 
получения полинуклеотидов, приведены в табл. 1.4. 

Можно видеть, что перечисленные ферменты обладают доволь- 
но узкой специфичностью по отношению к структуре сахарного ос- 
татка нуклеозидди- или трифосфата; в то же самое время специ- 
фичность их по отношению к природе гетероциклического основа- 
ния довольно широка. Помимо ди- и трифосфатов нуклеозидов, 
входящих в состав нуклеиновых кислот, в ряде случаев удается 
добиться включения в полимер и аналогов природных нуклеотидов. 

В полимеризацию, катализируемую ферментами этой группы, 
могут вступать только производные мононуклеотидов, попытки 


и В ОЛИГо- 
ных груп, осуществить аналогичную полимеризацию производных ди- и оли- 
ие поли гонуклеотидов оказались безуспешными. Молекулярный вес обра- 
А я ст зующегося полимера в значительной степени зависит от условий 
Терва В Ш полимеризации; часто удается получить как олигонуклеотиды (на- 
ЗИЛа НЫХ пример, тринуклеозиддифосфаты при реакции, катализируемой по-. 
еделен то: линуклеотидфосфорилазой), так и полинуклеотиды с молекуляр- 
или оли и ным весом в несколько миллионов. „ - р. 
еозид Для протекания ферментативной полимеризации нуклеозид-о - 
достиг ди- и трифосфатов, как правило, необходимо присутствие в инку- 
2: - с ых предшест- 
бационной смеси помимо фермента и мононуклеотидных пр 


венников определенного количества те или полинуклеотида, 
Й НКЦИИ. 
который может выполнять различные фу ы Е 
: ] в Олигонуклеотид с 3/-концевой гидроксильной группой может 
служить «затравкой» полимеризации, т. е. акцептором, к ва 
присоединяются полимеризующиеся остатки о: не 
в растущей полим 
следовательность мономеров ы 
он не зависит от последовательности мономеров в а 
или полинуклеотиде; побВВене» заст р 
-концеву . Та 
кта реакции, составляя его 
т р аы олиго- или полинуклеотида наблюдается ее т. 
катализируемых терминальной дезоксинуклеотидилтрансфера 


полинуклеотидфосфорилазои. 


7 Зак. 614 


Таблица 14. Ферменты, катализирующие полимеризацию нуклеозид-5’-ди- и -трифосфатов 


Возможность 
функционирования 
олиго- или полину- 

клеотида в качестве 


Возможность 
полимери- 
зации без 


Фермент 


Обычный источник 
выделения 


Структура субстрата 


добавления 

олиго- пли 
поливу- 
клеотида 


иници- 
атора 


за- 
травки 


"Литература 


ДНК-полимераза 
пликаза) 


(лу- 


Терминальная дезокси- 
нуклеотидилтрансфе- 
раза (аддаза) 


Полинуклеотидфосфори- 
лаза 


РНК-полимераза (транс- 
криптаза) 


РНК-синтетаза 
репликаза) 


(РНК- 


Езейейса сор, тимус 
теленка 


Тимус теленка 


'Агоовас!ег отёапай, 
Мегососсиз 1 узоЧе#- 
Исиз 


Печень крыс, Агоюра- 
сег отёапай, Ез- 
спейеа сой 


ЕзспейсМа сой, инфи- 
цированная фага- 
ми 12, М52, Ов и др. 


'Дезоксирибонукле- 
озид-5’-трифосфат 


То же 


Рибонуклеозид-5/- 
дифосфат 


Рибонуклеозид-5/- 
трифосфат 


Рибонуклеозид-5'- 
трифосфат 


Обзоры: 
41, 422—424 


425—427 


Обзоры: 
428, 429 


Обзоры: 
424, 425. 


430—432 


438—435 


ОНИ 


воонуклсознд-о > 
трифосфат 


® 
Фатга- 
мм 52, М5$2, Оби др. 


жиарозанная 


ый О 


"ААА ЧИН, ЧАОЗИЬ. ЧАРЫ. ШЕХАЧЕИЕЬ > 


+ 


} а ал аза) 
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к у - 

т а, с З’-концевой фосфатной группой может 
р скорость ферментативной полимеризации, не 
включаясь в состав продукта реакции и не влияя на последователь- 
ность мономеров в нем. В этом случае говорят, что олигонуклеотид 
деиствует как «инициатор». Механизм действия инициаторов не 
выяснен; единственный надежно доказанный случай такого функ- 
ционирования олигонуклеотида — реакция, катализируемая поли- 
нуклеотидфосфорилазой. 

.3) Наконец, олиго- или полинуклеотид может служить «матри- 
цеи», которая определяет последовательность нуклеотидов в обра- 
зующемся полимере и сама не входит в состав продукта реакции. 
При матричном синтезе продукт реакции является комплементар- 
ной копией полинуклеотидной цепи матрицы. Этот случай наблю- 
дается в реакциях, катализируемых ДНК-полимеразой, РНК-поли- 
меразой и РНК-синтетазой. 

Иногда наблюдается и более сложная функция олиго- или поли- 
нуклеотида в ферментативной полимеризации. Так, при добавле- 
нии к ДНК-полимеразе двухцепочечных комплексов олигодезокси- 
нуклеотидов, цепи которых имеют различную длину, происходит 
достраивание их до полных двухцепочечных комплексов. При этом 
одна из цепей комплекса служит затравкой полимеризации, а дру- 
гая — матрицей, определяющей нуклеотидную последовательность 
синтезирующегося участка полимера. 

Если в реакцию, катализируемую РНК-полимеразой, вводится 
только один нуклеозид-5^-трифосфат (из четырех), происходит син- 
тез гомополимера, структура которого не является комплементар- 
ной копией добавленного полинуклеотида. При таком синтезе — 
синтезе «повторением» (геЦегаМоп) — полимеризация начинается 
на участке полинуклеотидной матрицы, содержащем последова- 
тельность по крайней мере трех остатков нуклеотидов, комплемен- 
тарных добавленному единственному нуклеозидтрифосфату. Про- 
дукт, образовавшийся в результате такого частичного копирования 
последовательности матрицы, служит затравкой для дальнеишеи 
ферментативной полимеризации, приводящей к гомополинуклео- 
тиду. 

В некоторых случаях возможна ферментативная Е 
и в отсутствие добавляемого олиго- или полинуклеотида. м 
препараты полинуклеотидфосфорилазы катализируют Ре. 
| ки или инициатора. Такая 
цию нуклеозиддифосфатов и без затравки или и - 
способность, однако, теряется при дальнейшей очистке фер : 
игонуклеотидов в мало- 
она связана, очевидно, с присутствием ол У и удаекя 
очищенных ферментных препаратах. В В ДНК. и РНК- 
осуществить синтез полинуклеотидов без матриц 
з случаи будут рассмотрены ниже. 

м рассматриваемых ферментов по отношению к 

о. олиго- или полинуклеотида, как правило, 
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весьма широкая. Единственным исключением служат РНК-синть. 
тазы, которые значительно более эффективно используют в каче. 
стве матрицы РНК соответствующих фагов. Для терминальной 
дезоксинуклеотидилтрансферазы затравкой могут Служить как 
полидезоксинуклеотиды, так и олигодезоксинуклеотиды, начиная 
с тринуклеозиддифосфата. Эффективными „‚затравками реакции, 
катализируемой полинуклеотидфосфорилазой, являются НИЗКомМоле- 
кулярные олигорибонуклеотиды, в том числе динуклеозидмонофос- 
фаты. В реакции, катализируемой ДНК-полимеразой, В качестве 
матрицы могут выступать полидезоксинуклеотиды и некоторые по- 
лирибонуклеотиды. Однако полимеризация происходит и в присут- 
ствии коротких олигодезоксинуклеотидов. Очень медленная поли- 
меризация наблюдается уже с тринуклеозиддифосфатами, заметно 
больше скорость реакции с гепта — декадезоксинуклеотидами. 
РНК-полимеразы из микроорганизмов могут использовать в каче. 
стве матрицы одно- и двухцепочечные полидезоксирибонуклеотиды 
и полирибонуклеотиды, а также олигодезоксирибонуклеотиды со 
степенью полимеризации 5 и выше и олигорибонуклеотиды при- 
близительно такого же размера. 

Наконец, представителем еще одной группы ферментов. кото- 
рая может быть использована для получения синтетических поли- 
нуклеотидов, является недавно открытый фермент *. катализирую- 
щий образование фосфодиэфирных связей между 5’-концевой фос- 
фатной группой и 3’-концевой гидроксильной группой олигодезокси- 
нуклеотидов, входящих в состав двухцепочечных комплексов 436—438, 
Реакция может быть схематически представлена следующим обра- 
зом: 


! й 
3-конец 5-конец 


Г ИННИНИННу 
5-конец  Ишшии И! 


5-конец 


’ ИА ' 
5- конец НН 3'-конец 


3 конец 


г 
3-конец 


В рассматриваемую ферментативную реакцию могут вступать 
как полидезоксирибонуклеотиды (двухспиральные комплексы 
ДНК, одна из цепей которых содержит разрывы фосфодиэфирных 
связей), так и относительно короткие олигодезоксирибснуклеотиды 
со степенью полимеризации 6—7 439. 

Олиго- и полидезоксирибонуклеотиды. В ряду олигодезоксири- 
бонуклеотидов ферментативные методы синтеза имеют весьма огра- 


* Этот фермент известен под названиями: полинуклеотид-соединяющий фер- 
мент, ДНК-лигаза, ДНК-силаза (от зеа| -- запаивать). 
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ра а 
` Е 


ниченно р = , 5 
че е при = нение | | ›лобраны условия, в <) орых тер миналь 
х б ъшШого то >. | а сфераза ‹атализу руе | рисое динение 
неоо. количества мононуклео идных един К добав- 

ЛИШЬ ДИНИЦ 


аким К-ОЛИ р 


мА например “40 
Мо № @рТ(рт 
в к [РТ(рТ)5 (А); АГРТ(Т)(р@),-ьй или аРТ(рт), (РС), 
к В (РС) -›(РТ)- 
т рые мето ряду полидезоксирибонуклеотидов лу =- 
ИВ № ды получения гомополимеров учше всего разработаны 
лен ао вторяющуюся АОН в. Е А ива 
ре т о оеоов первог8 Зина ин = 
М, Зане р ожет быть выполнен с по- 
Клео й ирибонуклеотидилтран 
вать Дан г олигодезоксиадениловых кислот и 27 т и НН 
В ата, получаю : сиаленозияв- х 
мы учают полидезоксиадениловую кислоту“: ыы 
Ы 
| от (раА)з + пррраА —> (р9А)и4а 
еотиды Прод 
т уктами реакции явля 
и клеотилы. степень НЕРОН Е ре Е 
В 
ментов, кот» т = И тЕ 
‘ческих поле вухцепочечные комплексы гомогенных поли 
о дов могут быть получены с помощью ДНК- а 
‹атализирук 6 полимеразы. При инку- 
В ации фермента без матрицы со смесью дезоксицити 5% г 
цевой фо фата и дезоксигуанозинтрифосфата (или а 
олигодезони" фата) после некоторого индукционного периода о 
лексов т и. комплексов (поли-р@С) : (поли-р@@) или (поли-р@С) : (поли- 
пощим обр РЕ После денатурации и центрифугирования в градиенте суль- 
фа удается получить соответствующие одноцепочечные по- 
унец } ДК поме - 
ез Ш 
пррра@ + пррраС мати > (раб)и- (Р4С)» 


При аналогичной реакции с ДНК-полимеразой без матрицы из 
смеси дезоксиаденозин-5/-трифосфата и тимидин-5’-трифосфата об- 
разуется полимер с чередующейся последовательностью нуклеози- 


дов “45: 
унец ДНК-полимераза 
прррАА + иррраТ — без мати" > а(рАрТ)и 
дезоксиадениловой и политими- 


М 

рой Для получения гомогенных поли 
ее диловой кислот необходимо использовать полимеризацию в присут- 
качестве последней могут быть использованы 


Л 
и | ствии матрицы. В 


офи В полиадениловая или полиурид 6, 447, а также синте- 


иловая кислоты 4 

* Относительная доступность оксиполинуклеотидов дает 
возможность получать соответствующие олигодезоксинуклеотиды их фермента- 
тивной деградацией. Для этой цели используют 


кокков (см. стр- 72). 
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тические олигодезоксирибонуклеотиды, например комплекс (РА) 
(рат) и “8. 3 


ДНК-полимераза 
| пррраА — ЧА > (А), = 50—100 


ДНК-полимераза 


“рат 
пррраА + прррат — Р9А" Фа _> (Р4А)и. (раТ)и п = 5000 


7. 


Е Образующиеся в результате реакции двухцепочечные комплексы 
могут быть разделены препаративным центрифугированием в гра- 
диенте хлористого цезия после денатурации действием щелочи 449. 
Полученные продукты имеют мол. вес. от 105 до 4 * 106. 

В качестве матрицы для ДНК-полимеразы можно использовать 
синтетические олигодезоксипуклеотиды, содержащие чередую- 
щуюся последовательность остатков нуклеотидов “8, 450; продуктом 


реакции в этом случае являются соответствующие полидезоксину- 
клеотиды, например: 


а 

ПРЬРЧА + прррасС + пррра@ + прррат Е етоОН-КИРАрба в 
—> 19(2ТрОо». [а (РАр@)„] Мол. вес 1. 108 

Аналогичный подход был 


клеотидов с повторяющимися 
И тидными 452 


С помо 


уклеотидов 4*#* (например, 5- 


бромдезоксицитидина ЕхххХ), 2’-дезоксиуридина 454 ХС и 4-тио- 


тимидина ХС] 455. 


МНЬ 


(©) 
Вг НзС. 
О ( " 
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ХС! 
Гетерополидезоксинуклеотиды со случайным расположением 

нуклеозидных остатков можно получить с помощью реакции, 

катализируемой терминальной дезоксирибонуклеотидилтрансфера- 

зой 456—458. 

1 Соединение синтетических ол 


игодезоксирибонуклеотидов с по- 
мощью полинуклеотидсоединяю 


щего фермента позволяет осуще- 


тидезоксину- 
`етрануклео- 


ГЬ И СИНТЕЗ 
деозидов“®. 
статки 5-34: 
пример, . 
ХС и 4 


1Х. СИНТЕТИЧЕСКИЕ ПОЛИНУКЛЕОТЕ 1ДЫ 
103 


ствить синтез полинуклеотидов со специфической послелова’ 

ностью оснований. Так, Коране с сотр. 458 удалось м се 
цепочечный полинуклеотид ХСИ, соответствующий по Е ВУ 
ению фрагменту ДНК, ответственному за синтез части а 2 
тельности аланиновой тРНК: ие. * 


р кон 
9(6-А-6-б6-б-А-А-Т-С-б-Т-А-С- С-С-Т- С-Т-С-А-6-А-6-6-С-С-АТА"в) 
9(6-С-Т-С-6-С-Т-Т-А-6-б=А= т-6-6-6-А-6-А-6-т-с-т-с-6- 6-6 ) 3конец 


(10) (29 РИ 1 


Зи $ 
И бака: в 


Использованные для ферментативной реакции олигонуклеотид- 
ные фрагменты 1—4 были получены химическим синтезом. Можно 
использовать для частичного синтеза подобных полинуклеотидов 
и ферментативную полимеризацию. Так, полинуклеотид, содержа- 
щий фрагменты | и 2, может быть достроен до двухцепочечного 
комплекса полинуклеотида ХСГ действием ДНК-полимеразы и 
смеси дезоксинуклеозид-5’-трифосфатов “60. 

Совместное использование ДНК-полимеразы и полинуклеотид- 
соединяющего фермента позволило осуществить также первый син- 
тез природной ДНК — ДНК фага ФХ!74 1%. В этом случае в каче- 
стве матрицы для синтеза была использована природная однони- 
тевая ДНК фага. С помощью ферментативной реакции получен 
двухспиральный комплекс, вновь синтезированная цепь которого 
содержала вместо остатков тимидина остатки 5-бром-2/-дезокси- 
уридина, поскольку в инкубационной смеси тимидин-5/-трифосфат 
был заменен на 5-бром-2/-дезоксиуридин-5'-трифосфат. Комплемен- 
тарные полинуклеотиды разделялись центрифугированием в гра- 
диенте плотности, и биосинтетический полинуклеотид вновь Ис 
пользовался как матрица в ферментативной реакции. Продукг 
реакции представлял собой полностью синтетический полинуклео- 
тид, идентичный по всем исследованным характеристикам однони- 
тевой ДНК фага ФХ!174. 

Олигорибонуклеотиды *. Для получения олигорибонуклеотидов, 
прежде всего тринуклеозиддифосфатов, предложен ряд фермента- 


асщеплением со- 
ы леотиды наиболее удобно получать р 
Е = -: ится к гомогенным олигорибонуклеотидам, 


ответствующих полимеров. Это относ 

легко получаемым кратковременным щелочным гидролизом, соотетую ния 
гомогенных полирибонуклеотидов, а также к м полнмериенцяи ррХ и 
(Хр)»„Ур, которые легко получить, расшепляя ак но 
рру (под действием полинуклеотидфосфорилазы) ну еле 
остатку Ур. (Здесь Х и У — остатки ее ые оне РНК 
тидов может быть достаточно легко выделен из проду р 

под действием РНК-аз, 
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тивных методов. Их несомненным преимуществом перед химиче. 
скими методами является относительная простота проведения 
реакции и отсутствие необходимости введения защитных 
групп. 

Наиболее широкое распространение имеет синтез тринуклео- 
зиддифосфатов с помощью рибонуклеаз. В качестве нуклеотид- 
ного компонента при таком синтезе необходимо использовать цик- 
лофосфат мононуклеотида, способного взаимодействовать с дан- 
ным ферментом (о специфичности нуклеаз см. стр. 69—72), или 
олигонуклеотид, имеющий на 3’-конце остаток такого нуклеозид- 
2’,3’-циклофосфата; нуклеозидный компонент может иметь любую 
структуру. Так, с помощью гуанил-РНК-азы можно осуществить 


синтез тринуклеозиддифосфатов двух типов (Х и У— остатки нук- 
леозидов): . 


О И 


@>р-+Хру —> СрХру 
Хр@>р-+уУ —> Хр@ру 


При надлежащем подборе условий можно получать относи- 
тельные высокие выходы динуклеозидмонофосфатов и тринуклео- 
зиддифосфатов. : 

Удалось подобрать условия, в которых тринуклеозиддифосфаты 
являются основным продуктом, образующимся при реакции, 
катализируемой полинуклеотидфосфорилазой 481-463. структура их 
однозначно определяется структурой добавленной затравки (дину- 


клеозидмонофосфата) и структурой полимеризующегося нуклео- 
зид-5’-дифосфата, например: 


АрЧ-+ррА —> АрОрА + АрЧрАрА -+- АрОрАрАрА 


Полирибонуклеотиды. Наиболее удобным методом синтеза 
гомополирибонуклеотидов является полимеризация нуклеозид-5’- 
дифосфатов, катализируемая полинуклеотидфосфорилазой. В зави- 
симости от условий реакции удается получить полимеры с мол. 
весом от 3. 10* до 2. 108. Благодаря широкой специфичности фер- 
мента к структуре гетероциклического ядра таким путем получены 
гомополимеры не только нуклеотидов, являющихся основными 
компонентами РНК“ *6, но и гомополимеры — производные ред- 
ких компонентов, в частности полипсевдоуридиловая 488, полиинози- 
новая 46“, поли-3-метил- и поли-5-метилуридиновые кислоты 46, 468, 
тгомополимеры различных метилпроизводных  цитидиловой “и 
адениловой кислот “7. Удалось, далее, получить гомополимеры, с0- 
держащие остатки аналогов природных нуклеозидов, например 
5-галоидуридина ХС “!!, 5-галоидцитидина ХС]\ “72, изоадено- 


чать относи: 
я тринуклес- 


иддифосфаты 
реакции, 
уктура И 
вин (диву 
ся НуКАе 
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Используя в качестве затравок для реакции с высокоочищен- 
ной полинуклеотидфосфорилазой олигонуклеотид, являющийся 
производным другого нуклеотида, получают блок-полимеры типа 
(рХ)„(рУу)и. Например: 

С(рС); + иррА —> С(рС)5(рА)и п=10—100 


В частности, когда затравка является динуклеозидмонофосфа- 
том, образуется гомополинуклеотид, содержащий на 5’-конце спе- 
цифический нуклеотидный триплет: 

@рО-+иррА —> @рО(рА)и 


Для получения гомополирибонуклеотидов может быть исполь- 
зована и реакция, катализируемая РНК-полимеразой. Как и в слу- 
чае ДНК-полимеразы, в некоторых условиях может происходить 
синтез полимера без добавления матрицы; при этом из смеси аде- 
нозин-5’-трифосфата и уридин-5’-трифосфата образуется двухце- 
почечный комплекс гомополинуклеотидов “, а из смеси цитидин- 
5'-трифосфата и инозин-5’-трифосфата — полимер © чередующи- 
мися мононуклеотидными звеньями 

РНК-полимераза из АгоофасЁег опеапай 


прррА + пррро без матрицы > (РА)л- (РО). 
РНК-полимераза, из Агоюфасйег отейапай 
ез матрицы 
прррС + иррр! > (РСР/ 


Полиадениловая, полиуридиловая и полицитидловая а 
могут быть получены при полимеризации, и :. 
РНК-полимеразой, в условиях «синтеза с повторение » р 
в качестве исходной матрицы могут быть ИСПоОНЕЫ р и 
ДНК. Для получения полигуаниловой кислоты исп у 


477 
ловой кислоты". 
на матрице полицитидило о применяется для получе- 


ок 
РНК-полимеразная реакция шир 
НИЯ  полирибонуклеотидов С чередующейся последовательностью 


ГЛ. 1. СТРОЕНИЕ НУКЛЕИНОВЫХ КИслот 


мономерных звеньев. В качестве матрицы могут быть использованы 
олигодезоксирибонуклеотиды с ов ее Нноя последовательно. 
стью, полученные химическим синтезом “*® “"; полимеры более 
высокого молекулярного веса образуются при применении в каче- 
стве затравки полидезоксирибонуклеотидов с повторяющейся 
последовательностью ди-, три- и тетрануклеозидных звеньев. На- 
пример «80; 

НВ 

прррА + пррр@ ———"————"> (рАра)„ 
РНК-полимераза 


Ч(рТрС)„.4(рАро), 
прорУ + прррб "> (рОрС)„ 


В присутствии РНК-полимеразы могут образовываться поли- 
меры, содержащие остатки редких компонентов РНК, в частности 
дигидроуридина “8! (полимер этого соединения не может быть по- 
лучен с полинуклеотидфосфорилазой), и аналогов основных ком- 
понентов РНК, например 5-бромуридина “82. Таким путем могут 
быть получены также полимеры нуклеозидных антибиотиков —ту- 
берцидина “83 и формицина “8 — аналогов аденозина. 

При полимеризации смеси нуклеозиддифосфатов под действием 

образуются полинуклеотиды, в кото- 


льзованием в каче- 


соответствующих полидезоксирибонуклеотидов не 
вызывает сомнений. 
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КОНФОРМАЦИЯ НУКЛЕОЗИДОВ И НУКЛЕОТИДОВ * 


1. ВВЕДЕН ИЕ, 


$ о Понимание факторов, определяющих химическое поведение и 

к биологическую специфичность нуклеиновых кислот, во многом за- 
висит от информации о распределении электронной плотности и 
| пространственном расположении различных структурных элемен- 
ых | тов этих соединений. 2 

Как известно, вращение вокруг ординарных связей С—С, 
С—М№, СО ит. д. в органических соединениях не является пол- 
ностью свободным, и из бесчисленного множества теоретически 
возможных конформаций реализуются лишь некоторые, характе- 
ризующиеся относительным минимумом потенциальной энергии. 
Устойчивость той или иной конформации молекулы зависит, с од- 
=> ной стороны, от ван-дер-ваальсовых сил отталкивания, возникаю- 
Е щих между соседними ковалентно-несвязанными атомами, и, с 
я другой стороны, от сил притяжения между различными функцио- 
нальными группами за счет, например, диполь-дипольных взаимо- 
действий, водородных связей и т. д. которые вызывают их сближе- 
ние. Качественное рассмотрение факторов, стабилизирующих дан- 
ную конформацию, обычно можно провести на молекулярных 
моделях соединения. В ряде случаев это позволяет сделать довольно 
однозначные предсказания о наиболее устойчивой конформации 
данного соединения. В тех случаях, когда имеется ряд факторов, 
действующих в противоположных направлениях, количественная 
оценка устойчивости различных конформаций представляется до- 
статочно сложной; вместе с тем имеются некоторые эмпирические 
закономерности, позволяющие в рано выбирать наи- 

й ю конформацию данного Е 

Ев: Я ор нуклеозидов и НЫ ко- 
торые являются довольно сложными молекулами, имеют и 
данные рентгеноструктурного анализа,` ядерного магнитн р 
зонанса и дисперсии оптического вращения. 


* Обзор — см.: Преображенская Н. Н., Шабарова 3. А., Усп. хи- 


мии 38, 222 (1969). 


ГЛ. 2 КОНФОРМАЦИЯ НУКЛЕОЗИДОВ И НУКЛЕОТИДОв 


Исследование картины дифракции рентгеновских лучей в Кри. 
сталле данного соединения позволяет при благоприятных Усло- 
виях локализовать положение атомов, входящих в состав этогу 
соединения, с точностью, в лучших работах достигающей несколь. 
ких тысячных ангстрема, и определить тем самым конформацию 
молекулы в кристалле. Получение такой картины требует, однако, 
очень большой вычислительной работы, которая заметно упро- 
щается, если в кристалле присутствует один или несколько атомов 
с большим атомным номером. Лишь немногие нуклеозиды и нук: 
леотиды исследованы пока с помощью рентгеноструктурного ана- 
лиза; это связано помимо трудоемкости метода с существенным 
техническим ограничением — необходимостью иметь монокристалл 
вещества размером около 0,1 мм, получение которого в случае про- 
изводных нуклеозидов и нуклеотидов может представлять значи- 
тельные трудности *, 

При использовании метода ЯМР ** наибольшую информацию 
о конформации молекулы получают обычно из величины Л,2— 
константы спин-спинового взаимодействия между двумя протона- 
ми, находящимися у соседних атомов углерода. Величина Л, 2 за- 
висит в первую очередь от величины двугранного угла Ф:,> между 
плоскостями С-1—С-2—Н (при С-1) и С-1—С-2—Н (при С-2), 
подчиняясь уравнению Карпласа: 


Л,2=7Л со3? Ф!, „— 0,28 


Величина константы спин-спинового взаимодействия зависит, 
однако, и от других факторов: углов С-1-—С-9—Н (при С-2) (или 
С-2—С-1—Н (при С-1), длины связи С-1—С-2 и электроотрица- 
тельности атомов, связанных с атомами углерода. Вследствие это- 


* Подробнее о методе рентгеноструктурного анализа см.: К итайгорол- 
ский А. Н., Теория структурного анализа, Изд. «Наука», 1957; Гинье А., 
Рентгенография кристаллов, Физматгиз, 1961; Бокий Г. Б., Порай-Ко- 
шиц М. А, Рентгеноструктурный анализ, Изд. МГУ, 1964; З{оцЕ С.Н. 
Чепзеп Г. Н., Х-Вау $исйиге РеегтипаНоп, МеМШап Со., М. У. —1., 1968: 

Обзор по применению рентгеноструктурного анализа для исследования ну- 
клеиновых кислот и их компонентов — см. ау!ез О. В., Апп. Кеу. Восвеш, 36, 
321 (1967). 

** Подробнее о спектроскопии ЯМР см.: Робертс Дж., Ядерный магнит- 
ный резонанс, Издатинлит, 1961; Робертс Дж., Введение в анализ спектров 
ЯМР высокого разрешения, Издатинлит, 1963; Попл Дж, Шнейдер В., 
Бернстейн Г., Спектры ядерного магнитного резонанса высокого разреше- 
ния, Издатинлит, 1962; Конрай Г., Ус. орг. хим., 2, 255 (1964); Сто- 
зерс Дж. Б., в кн.: «Установление структуры органических соединений физи- 
ческими и химическими методами», кн. 1, Изд. «Химия», 1967, стр. 204; 
Бхакка Н., Уильямс Д., Применение ЯМР в органической химии, Изд. 
«Мир», 1966; Эмсли Дж., Финей Дж, Сатклиф Л., Спектроскопия ЯМР 
высокого разрешения, Изд. «Мир», 1968; Ионин Б. И. Ершов Б. А., ЯМР- 
спектроскопия в органической химии, Изд. «Химия», 1967; В1Ь[е В. Н.. Пиег- 
ргеёайоп оЁ ММК зрекга, М. У. Р!епит ргезз, 1965, 
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1. ВВЕДЕНИЕ 


_ ин __ 


о ых Углов по уравнению Карпласа могут быть 
только приолизительными, и для однозначного реше 
о конформации данного соединения иногда а — р. 
исследование ряда модельных соединений, в которых обходимо 
ция была бы фиксирована. : рых конформа- 
Некоторые данные о конформации исследуемого соединения 
можно получить, сравнивая химические сдвиги тех или иных ато- 
мов в модельных соединениях. Величина химического сдвига за- 
висит, Между прочим, и от наведенного магнитного поля, созда- 
ваемого соседними функциональными группами с магнитной ани- 
зотропией. Хотя точную величину этого влияния оценить трудно, 
определение знака эффекта не представляет обычно затруднений. 
В методе дисперсии оптического вращения для стереохимиче- 
ских исследований имеет значение в первую очередь знак и амп- 
литуда эффекта Коттона — характерного экстремума на кривой 
дисперсии оптического вращения в районе полосы УФ-поглоще- 
ния данного соединения. Эти величины зависят от асиммет- 
рии электрического и магнитного поля, в котором находятся хро- 
мофор, т. е. определяются структурой и конформацией молеку- 
лы. Для целей конформационного анализа сложных органических 
соединений имеет значение пока лишь эмпирический подход: 
сравнение кривых дисперсии оптического вращения исследуемого 
соединения и дисперсионных кривых соединений с фиксированной 
конформацией. Аналогичную, по существу, информацию можно 
получить и из спектров кругового дихроизма исследуемого соеди- 
нения *. 
Необходимо подчеркнуть, что для применения трех перечис- 
ленных основных методов при изучении конформации нуклеози- 
дов необходимы существенно различные состояния исследуемого 
вещества. Рентгеноструктурное исследование позволяет получить 
данные о конформации молекулы в. кристалле где существуют 
сильные межмолекулярные взаимодеиствия. При измерении сиг- 
налов ЯМР необходимо использовать довольно концентрирован- 
ные (0,2—0,5 М) растворы вещества, в которых ке 
ные взаимодействия могут быть еще значительными. В 
кривые дисперсии оптического вращения В ЩЕ ана Рая 
щения можно получить лишь в разбавленных ( имелся 
творах. В последнем случае межмолекулярные 
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можно считать практически исключенными и конформация иссле. 
дуемого соединения может заметно отличаться от конформации В 
кристалле или в концентрированных а отах. 
Рассмотрение структурных формул ну о ов показывает, 
что свободное вращение вокруг ординарных связей в этих соеди, 
нениях в значительной степени ограничено за счет существования 
в молекуле двух циклических структур — гетероциклического ядра 
и остатка пентофуранозы. Соответственно этому конформационный 
анализ нуклеозидов должен включать рассмотрение конформации 
гетероциклического ядра, углеводного остатка и взаимного рас- 
положения в пространстве этих двух циклических систем. 


|. КОНФОРМАЦИЯ КОМПОНЕНТОВ НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ 
1. Конформация гетероциклических ядер 


Гетероциклические основания, входящие в состав обычных ком- 
понентов нуклеиновых кислот, являются квазиароматическими 
соединениями (см. гл. 3), для которых условием эффективного 
взаимодействия л-электронов в кольце является копланарность 
входящих в него атомов. Соответственно этому остатки гетеро- 
циклических оснований нуклеиновых кислот можно в первом 
приближении считать плоскими, что и используется обычно в сов- 
ременных пространственных моделях структуры нуклеиновых 
кислот и нуклеотидов. 

Однако точные рентгеноструктурные исследования показали 
существование небольшой, но выходящей за пределы ошибки опы- 
та искривленности пуринового и пиримидинового ядер, а также 
заметного отклонения от плоскости гетероциклического -ядра 
экзоциклических заместителей в некоторых из исследованных 
соединений. Данные об отклонении атомов гетероциклического 
ядра от средней плоскости, а также о величинах межатомных 
расстояний и валентных углов сведены в табл. 2.1. Можно видеть, 
что катион цитозиния (гетероциклическое ядро в составе цитидин- 
3’-фосфата) существует в кристалле в виде чрезвычайно плоской 
ванны со слегка отклоненными в одну и ту же сторону атомами 
С-4`и М-1; в производных урацила и тимина такие отклонения не 
выходят за пределы ошибок опыта. Экзоциклические заместители 
С-1', О при С-2 и С-4 или М при С-4, а также метильная группа 
при С-5 обычно довольно заметно выведены из плоскости гетеро- 
циклического кольца; связи их с соответствующими углеродными 
атомами образуют угол в 1,5—8° с плоскостью кольна. Обращает 
на себя внимание также заметное отклонение формы пиримиди- 
Нового кольца от правильного шестиугольника и близость длины 
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Хх кислот 


125 


зей СМ в кол на =: 
И. ль экзоциклической амино- 

В случае производных пуринов можно отметить отклоне! 
плоскости кольца атомов С-5 и №-| в катионе адениния о 
щем в состав аденозин-5”- и 3’-фосфатов, и атома №9 эль 
в остатке 2’-дезоксиаденозина. о 

Значение обнаруженных небольших искривлений гетероцикли- 
ческих ядер нуклеозидов и нуклеотидов в кристаллах остается пока 
неясным, однако эти данные должны, вероятно, учитываться при 
построении более точных моделей нуклеиновых кислот *. 

Гетероциклические основания большинства редких компонен- 
тов нуклеиновых кислот, по-видимому, довольно близки по своей 
пространственной структуре к гетероциклическим основаниям 
соответствующих обычных компонентов; рентгеноструктурные дан- 
ные для оснований редких компонентов отсутствуют. 

Исключением из аналогии является, очевидно, лишь 5,6-дигид- 
роуридин, в котором гетероциклическое основание должно иметь 
конформацию, заметно отличающуюся от плоской. На основании 
изучения спектров ЯМР для дигидроурацила | и его метильных 
производных (П, ПГ) был сделан вывод о существовании этих 
соединений в конформации полукресла 8: 


о мнНн 


Ра ы 
нм ЮВ 


п(В=СНз, В=Н) 
ш(В=Н, В=СНз) 


Этот вывод подтвержден рентгеноструктурным ани г 
ротимина? и изучением кинетики КислотИОго 2 ии о 
лиза ряда производных дигидроурацила °. ры с Е 
мация гетероциклического ядра преобладает о я 
что показано также и рентгеноструктурным ан ; 
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последних рентгеноструктурных данных. 
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ТЛ, 2. КОНФОРМАЦИЯ НУКЛЕОЗИДОВ И НУКЛЕС: 


ТИДов 
—— 


Таблица 2.1. Структура гетероциклических оснований компонентов 
нуклеиновых кислот по данным рентгеноструктурного анализа 


"Соединение 


"Отклонение атомов 
от средней пло 


‘скости кольца 
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===. 
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Продолжение табл. 2.1 
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Катион аде- 
ниния” р олено-| 
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№ 033) 
нб `Сн 


* Указаны только нанболее значительные величины отклонений атомов от плоскости» 


2. Конформация углеводных остатков 


Как известно, для производных циклопентана наиболее устой- 
чивыми являются не плоские конформации, а такие, в которых 
один атом углерода несколько выведен из плоскости (Сь-конфор- 
мация) или два соседних атома углерода выведены из плоскости 
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Таблица 2.1. Структура гетероциклических оснований компонентов 
нуклеиновых кислот по данным рентгеноструктурного анализа 


Отклонение атомов 
от средней пло- Межатомные Валентные углы 


Соединение скости кольца расстояния в градусах 
° о 


1-0.004) С-Г 
(0,036) 


о. М 5 
Катион цито- {0,012} ]2 : 
зиния в цити- 
5] (0,014) 


зин- 3-фос- 0.001) №3 
ате 
. не (0.024) (0,098) 


№(0.104) 


ЕН 


(0,120) С-Г 
(-0,007) 
О. №(0,005) Н(-0,06) 


1 
Катион цито- (0,006) 5 60,004) 
Зиния В цити- 
дин-3-фос- | (-0005) 43 520,017) 
фате 2 
Н (Со,ола) `Н(0,02) 
(-0,24) 


№ (0,037) 
0) Н7 “МН (6,09) 


(- 0,050) С-Г! 
(0,101) 
о. 20,012) Н 


М 
Тимин в, о” 60,00) 
тимидин-5- 
фосфате 3 (50003) 3 5| (0,008) 
(0,007) `С (0,061) 


О 0,064) 


(0,12) С-Ё 
(-014) 
[е) № (0,02) 
Урацил и (оо ' 
идин-5- 
ные 4 (0,05) 43 $1(0,02), 


{-0,04) 


О (-0,04) 
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Продолжение табл. 2.1 


Отклонение атомов 
от средней пло- Межатомные 
Соединение скости кольца расстояния 
о 


А 


Валентные углы 
в градусах 


(0,22) С-Г 


М (0,019) 


; 


аденозине $ 


С. 


М 
3 
4 
Ц 5 
6 
М (0,016) 
а `“н 


Н 
Аленин*в й 
2-дезокси- 
М 
Н 


Катион аде- 
ниния” в адено- 
зин-5 -фос- 

фате 6 


Катион аде- 
ниния* в адено- 
зин-3'-Фос- 
фате 7 


№ (0,033) 
в 


ы з т о наиболее ачительные вели ы атомов от плоскости. 
У! ко наибол значительн величины отклонений ато. 
казаны толь 


2. Конформация углеводных остатков 


более устой- 
Как известно, для производных НЫ анк - коые 
конфор р 
являются не плоские ое 
Е углерода несколько выведен ИИ р ( ее 
мация) или два соседних атома углерода 
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Е ИДОв 


в противоположные стороны (С2-конформация)!. 


} Ь В 
\ Г. Ь 
Ь Ь 
9а 
Г Ь 
Ге) 
] Ь 
| плоская 


Е Заместители у атомов углерода, расположенных в плоскости | 
ая цикла, занимают симметричные, так называемые биссектриальные | 
положения 6. Для атомов, выведенных из плоскости, эти поло?“ения 

} , 


Ь 


6-4 


А 5 


Рис. 2.1. Ньюменовские проекции в С 
связей: 


С-—С-2 (А); С-2—С-3 (Б); С-3—С-4 (В); 


з-конформации циклопентана вдоль 


нумерацию атомов в цикле см. выще, 


неравноценны. Связь углерода с заместителем, занимающим эква- 

3 ториальное положение е, приблизительно параллельна плоскости 

кольца, связь же с аксиальным заместителем а приблизительно пер- 
И пендикулярна ей. Наконец, расположение заместителей у атомов | 
р углерода, соседних с выведенным из плоскости, носит промежуточ |— 
ный характер: можно говорить о квазиэкваториальном де- и квази- 
аксиальном 9а-положении заместителей. Как видно из рис. 2.1, 
взаимодействие ковалентно-несвязанных заместителей у соседних 
углеродных атомов сильно изменяется при выведении соответст- 

вующего углеродного атома из плоскости цикла. 

Пятичленный цикл остатка пентофуранозы может принимать 
| конформации, аналогичные конформациям циклопентана. Вслед: 
ствие асимметрии тетрагидрофуранового цикла каждой конфор 


— 
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ры соответствуют пять различных теоретически 
ь формаций тетрагидрофурана и десять различных 
конформаций пентофураноз. Конформации, аналогичные Сх-кон- 
формации циклопентана, принято называть конформациями кон- 
верта (епуе!оре) и сокращенно обозначать! как У”, где п — но- 
мер углеродного атома пентозы, выведенного из плоскости; 
индекс ставится сверху, если атом выведен из плоскости в ту же 
сторону, в которую обращена оксиметильная группа остатка саха- 
ра, и снизу, если углеродный атом выведен в противоположную 
сторону. Другое принятое обозначение для У”- и У„-конформа- 
ций — С„-эН00- и С„-экзо-конформации соответственно. Конфор- 
мации, соответствующие С.›-конформации циклопентана, назы- 
ваются изогнутыми ({%1${) или твист-конформациями и сокращен- 
но обозначаются Ту: и ТЁ" или С„-эндо- и Сиз1-экзо-. 

Можно ожидать, что, поскольку при атоме кислорода пенто- 
фуранозного цикла не имеется заместителей, более выгодным с 
энергетической точки зрения будет выведение из плоскости цикла 
не этого атома или соседних с ним атомов С-1” или С-4’, а атомов 
С-2/ или С-8'. 


5 
НОСН: о В 


но В 


В-остаток основания; В=Н или ОН 


Соответствующие конформации остатков рибозы или дезокси- 
рибозы в нуклеозидах представлены в табл. 2.2; здесь = 
дены положения, занимаемые заместителями цикла (СНы Е 
С-4”, остаток основания при С-1’, гидроксильная труппа при А 
а в случае рибозы — гидроксильная группа и при С-2’) в этих ко 


по крайней мере 
иях. Можно видеть, что во всех случаях 
а? ва занимает невыгодное биссек- 


один из объемистых заместителей - 
прально или квазиаксиальное положение и различные ое 
ции, по-видимому довольно близки по своей устойчивост ы и. 

В табл. 2.2 показана также единственно возможная ко фор ее 
ция остатка рибозы или дезоксирибозы в нуклеозидах, Е 
наиболее объемистые заместители занимают ее = 
положения — конформации м и р сил. 

ла. При д 

В и СВ остатка рибозы А крайне невы- 
годные (см. рис. 2.1) биссектриальные положения. 


9 Зак. 614 
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Таблица 2.2 Конформации нуклеозидов и положение заместителей 
остатка рибофуранозы в них 


бое: ИЕ 


Е Е ВЕНЫ 


уз’ ТУ 
уг У 
у, УП 
И УШ 
т У 
Е 1х 
у° х 
уз’ 
В ОН 
В сн»он 
(1) 
у, 


| а 
= 


В-остаток основания, 


Положение заместителей 


д 


СН2ОН ческое основание 
В 


гетероцикли- В - 
(при С-3/) (при С-2/) 


4е ь е 9а 
И 4е а е 
да Ь а де 
Ь да де а 
4е 94а е а 
да де а е 
де де ь 
И 
В 2 
В [© 
Е. нон»С ОН' 
1 
(У1) 
и г Г 
2 
В В 7 


г 


В=Н или ОН 


ЛЕОТИ Дов 


ОН’ 
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Экспериментальные данные, полученные с помощью рентгено- 
структурного анализа, показывают, что остаток рибозы в нуклео- 
зидах и нуклеотидах имеет обычно конформацию \?3’ "Такая 
конформация углеводного остатка была, например, показана рент- 
геноструктурным исследованием кристаллов цитидина 13, №, уриди- 
на, уридин-5’-фосфата“, аденозина и комплекса аденозин. 
5-бромуридин 5. Более точные рентгеноструктурные исследования 
(табл. 2.3) показывают, что наряду со значительным отклонением 
(0,5—0,6 А) 3’-углеродного атома остатка рибозы от плоскости 
кольца, соседний (С-2”) углеродный атом также выведен из этой 
плоскости на 0,10—0,15 А в ту же самую или противоположную 
сторону. Остаток рибозы, таким образом, имеет при этом конфор- 
мацию, промежуточную между идеализированными конформация- 
ми, рассмотренными выше. Так, конформация остатка рибозы в 
аденозин-3’-фосфате? является промежуточной между конформа- 
циями У’ и У” (ближе к первой), а в аденозин-5’-фосфате 8 — ме- 
жду конформациями У" и Т#.. 


Таблица 2.3 Отклонения атомов в остатке рибозы 

рибонуклеотидов от плоскости С-Г—С-7—0 

Е ее 
Отклонение, А 


Соединение м тура 
С-2' С-3' С-5' (гетероцикли- 
ческого кольца) 


а 


-3”-фосфат... 0,434 | —0,146 1,236 0,889 1 
В = 0:120 0,573 0,722 1,273 р 
'Аденозин-3’-фосфат .. 0,075 0,620 — г > 
Уридин-5'-фосфат и 0,52 —0,02 1,16 ‚92 


В ряде случаев, однако, доказано существование и других кон» 
формаций рибозного остатка. Так, в случае цитидин-3 -фосфата 
остаток сахара имеет конформацию, промезоуочита между 
У и Т% (ближе к первой), а для 5-бромуридина — конформа- 
цию И». к 

Необычная конформация остатка рибозы, ‚в р к 
скости кольца выступает О т г. хх м м я 

и 

- -циклофосфата : 
в кристаллах аденозин 3’, 5'-щ С рати 
зованием конденсир : 
конформации вызвано обра т ы же 

Й - нный циклы. В друго 
содержащей шести- и пятичле и : 
о аналогичной структуры — Уридин-3',5 циклофосфат 


9* 
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ХИ! остаток сахара имеет УЗ -конформацию. 


и хН 
Выли сделаны попытки применить для определения конформа- 
ции углеводного остатка нуклеозидов и нуклеотидов в растворах 
метод ЯМР, однако полученные результаты не поддаются одно- 

значной трактовке и проблема остается нерешенной. 
Е Обычно исследование конформации остатка рибозы в нуклео- 
зидах и нуклеотидах с помощью спектроскопии ЯМР основано 
на анализе изменения константы взаимодействия протона при С-1 
в различных нуклеозидах (/ь, >), поскольку сигнал этого протона 
заметно отличается по величине химического сдвига от сигналов 
других протонов нуклеозидов и его расщепление легко наблюдать. 
‚Как показывает рассмотрение молекулярных моделей, конформа- 
| ции У” отвечает двугранный угол Фь,» = 115°, а конформации 
УЗЫ, и — Угол Фь, » = 150°, что отвечает значениям констант расщеп- 
] ления Лу >17 и 6,9 гц соответственно *. По экспериментальным 
данным (табл. 2.4), значения 7.» в нуклеозидах и нуклеотидах 

находятся в пределах 3—6,5 гц и увеличиваются в ряду 


цитидин < уридин < аденозин < гуанозин 


В ранней работе? по спектрам ЯМР нуклеозидов и нуклеоти 
дов был сделан вывод о преобладании конформации У’ в ея 
новых нуклеозидах и Ув пиримидиновых нуклеозидах, однак 


* Эти значения получены при помощи первоначальных параметров я 
ния Карпласа (см. стр. 122). В последнее время предложен ряд ду озаимо- 
рических уравнений, связывающих величину константы спин-спинового 
действия с двугранным углом. 
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это ВЫВОД не являетс д а * 
Т остато р М та 1 зменение 
т Я чно строг И р к как изм 
Г» 2’ может быть обусловлено И другими факторами, например ИЗ 


се та электроотрицательности заместителя У С-!" (ср. гл. 3) 
ано далее, что длины связей и валентные углы в произво ] 
ных рибофуранозы 9 


Хх заметно отличаются от стан 

ний 24, и использовать обычные молекулярные и для точного 
определения угла Фь, », очевидно, невозможно. Наблюдаемые зна- 
чения для нуклеозидов можно, по-видимому, считать достаточно 
хорошо согласующимися как с конформацией У (которая преоб- 
ладает в кристаллах по данным рентгеноструктурных исследова- 
ний), так и с конформацией У”, 


тных значе- 


Таблица 2.4 Экспериментально определенные значения константы 

спин-спинового взаимодействия 7, 2” для нуклеозидов и нуклеотидов 

Е 
7, 5’ в О20, гц 


Соединение з 
по данным20 по данным?! | по данным?2 
Гуановин а ан 6,4 6,4 — 
АДеНОЗИНЕ ее ее ео 5,0 5,5 5,7 
Аденозин-5’-фосфат..,...... 4,5 — _ 
ры: НА } - 5,2 
(по данным 19) 
р о -- 3,3 4,0 
Уридин-3’-фосфат ......... — 4,2 


ИИ ее Чао ан 3,0 3,0 — 


Рентгеноструктурный анализ нуклеозидов и нуклеотидов (рибо- 
и дезоксирибо-ряда) показывает близкую аналогию конформации 
остатков 9”-дезоксирибозы и рибозы в них. Наиболее точные, по 
нашему мнению, данные об отклонении атомов в остатках моноса- 
харида дезоксирибонуклеозидов и дезоксирибонуклеотидов от пло- 
скости С-1”—С-4’—О сведены в табл. 2.5. : 
`Эти данные показывают, что конформацию 2 ПеЗоЕСНадевониИЯ 
следует считать промежуточной между Уз- и Тз-конформациями; 
конформацию тимидин-5’-фосфата — близкой к конформации аде- 
нозин-3’-фосфата (промежуточная между У-иу ре 
ми), а 5-фтор-2’-дезоксиуридина — к конформации цитидин-3’-фос 
фата (промежуточная между У-и ОВР а а 
-конфор- 
исследованиях остатку р т Ье и 
мация; она обнаружена в 5-бром-^ - ты : 
оксиуридине 27 и нуклеозидах, входящих в комплекс 2’-дезоксигуа 
и ном *°. 
нозина с 5-бром-2’-дезоксицитиди 
Исследование конформации 2”- дезоксинуклеозидов В аи : 
помощью ЯМР-спектроскопии привело к выводу о \У9-конформащ 
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остатка 2’-дезоксирибозы 29. Этот вывод основан на предполо- 
жении о количественном выполнении уравнения Карпласа и ИЗМЕ. 
рении двугранных углов Ф » и Фхув атомных моделях различ. 
ных конформаций 2’-дезоксирибозы; однако такой подход кажется 
в настоящее время неправомочным и нуждается в пересмотре, 

Таким образом, в целом полученные данные показывают, что 
в разных природных нуклеозидах и нуклеотидах реализуются раз- 
личные конформации остатка сахара; это указывает на значитель- 
ную близость значений энергии разных конформаций. 


3. Взаимное расположение углеводных остатков 
и гетероциклических ядер 


Для однозначного определения взаимного расположения остат- 
ка сахара и гетероциклического основания в нуклеозидах необхо- 
димо помимо знания длины С—М-гликозидной связи и угла, обра- 
зуемого ею с плоскостью гетероциклического основания (см. 
табл. 2.1), определить еще две угловые величины. 

Одна из них — двугранный угол, образуемый плоскостями осно- 
вания и пентофуранозного остатка; этот угол может быть опреде- 
лен лишь из данных рентгеноструктурного анализа. Найденные 
значения двугранного угла находятся в пределах 65—80°; при опре- 
делении его за плоскость пентофуранозы принимают обычно не 
плоскость С-1/^—С-4/—О, а «среднюю» плоскость (плоскость, сумма 
квадратов отклонений от которой всех атомов пентофуранозного 
цикла минимальна), так что найденные различия могут частично 
отражать различия в конформации углеводного остатка. Большин- 
ство определенных экспериментально значений попадает, однако, 
в интервал 70—75°. 

Другая дополнительная угловая величина характеризует взаим- 
ный поворот остатка сахара и гетероциклического основания во- 
круг гликозидной связи С-1—М. Этот поворот принято характери- 
зовать углом вращения Фе,‚м, образуемым проекциями связей 
С-/—О`и М-1—С-6 в пиримидиновых (или С-1’—О и М.-9—С-8 в 
пуриновых) остатках на плоскость, перпендикулярную связи С-1/—0, 
как это показано на приведенных ниже ньюменовских проекциях: 


с-6 к 
о. $ Н (пры С-Г} о 5м-/ Н(при С-) 


у 


© 6-2 С-4 С-2 


для пиримидиновых для пуриновых 
нуклеозидов нуклеозидов 
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Угол Фс, М 
совой стрелке. 


Рассмотрение молекулярных моделей показывает, что свободное 
вращение вокруг М-гликозидной связи в нуклеозидах затруднено. 
Особенно сильные ограничения наблюдаются в пиримидиновых 
нуклеозидах вследствие взаимодействия кислородного атома при 
С-2 или атома водорода при С-6 гетероциклического ядра с заме- 
стителями при С-2’ и С-3’ остатка сахара, а также с кислородом 
фуранозного цикла. Меньшие взаимодействия, по-видимому, суще- 
ствуют в пуриновых нуклеозидах, однако и в этом случае атом 
№-3 пуринового кольца может при повороте остатка рибозы вокруг 
№-гликозидной связи приходить в близкое соприкосновение с ци- 
клическим кислородом остатка сахара и атомом водорода при С-2” 
или С-3’. Наименьшие взаимодействия наблюдаются при значе- 
ниях Фс, к, равных —30°и +150°; конформации, отвечающие этим 
значениям угла вращения, принято называть анти- и син-конфор- 
мациями нуклеозидов 30. Например, в случае уридина и аденозина: 


у 


-30°_О _„Н(при С-1) © < Н (при ©-1) 
С-6 С-6 
Е. ( 7 $ (или С-8} 


принято считать положительным при отсчете по ча- 


с-# с: 
ы о 
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(д о 
а об 
НОСН» О носн, : | 
но он но он 
г НЫ 
кд 2 
МУ \ 
Ф > 
ММ 
носн, НОСН, © 


но он Е. 


прочочеииижер икс зим 


системы при изменении угла Фс, м 32. 
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Данный качественный вывод, полученный на основании 
смотрения молекулярных моделей, был подтвержден более т 
анализом изменения межатомных расстояний при вращении 
ка рибозы вокруг М№-гликозидной связи 3! в нуклеозидах ин 
дах, а также квантовохимическим расчетом изменений 


очным 
остат- 
Уклеоти. 
Энергии 


Таблица 2.5. Отклонения атомов в остатках моносахарида 
дезоксирибонуклеозидов и дезоксинуклеотидов от плоскости С-/—С-4—0 


ОО 


Отклонение, А 
СИИ 
Литера- 
Соединение м тура 
С-2’ С-37 С-5’ (гетероцикличе- 
ского кольца) 


- В Е —«|\/—/——{|+{|—ы 


2’-Дезоксиаденозин .. 0,60 — 0,504 1,358 1,187 б 
Тимидин-5’-фосфат .. 0,098 0,602 0,698 1,103 18 
5-Фтор-2’-дезоксиуридин 0,494 — 0,170 1,281 1,183 ` 25 


Результаты рентгеноструктурного исследования ряда рибону- 
клеозидов и рибонуклеотидов показывают, что, как правило, во 
всех изученных случаях конформация этих соединений в кристалле 
довольно близка к анти-конформации (табл. 2.6), хотя для произ- 
водных пиримидинов абсолютная величина угла Фс, м обычно не- 
сколько больше, чем для производных пуринов. 


Таблица 2.6. Значения угла вращения Фс, м для ряда 
рибонуклеозидов и рибонуклеотидов 


Е т ОИ 


Соединение Фс, № Литература 
градусы 
т Ето ОА ОИ 


Пиримидиновые производные 
Уридин-5’-фосфат ....... 


а м —43 4 
Цитидин-3’-фосфат. (........,“ В —42 1 
ДИН ео, ен — 18 13 
5-Бромуридин (в комплексе с аденозином)... —20 15 
2 Пуриновые производные 
Аденозин-5’-фосфат.......... я —18 7 
Аденозин-3”- фосфат. ...;...... ИЕ —4 55 
Аденозин (в комплексе с 5-бромуридином),.' —10 


нь = 
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ра, 137 
чм Таблица 2.7 Значение амплит 
уды эффекта Коттона а дл 
м Бе ввоЗы и некоторых модельных ангидросоединений О 
ряда 
Е а = ФС, № 
нение Формула а.10—`, (приблизительное 
градусы значение), 
градусы 

о ИДИ ее — — 

а АЕ и 
а ее — |. = 

= Цитидин-3’-фосфат. ........ — 4 се 
Цитидин-5’-фосфат. ........ - +137 — 

Гитера. 5/.6-экзо-О-Цикло-6-оксиуридин. ..| ХШ +490 — 30 

Тура 9',9-экзо-О-Циклоуридин. .....| ХУ +266 — 60 
3',2-экзо-О-Циклоуридин ...... ХУ +43 +105 
273/-О-Изопропилиден-5',2-экзо-О-ци- 

—— клоуридин. еее * ХУ! —539 * +150 

5 -О-Этил-2”.,3’-О-изопропилиденуридин| ХУП +227 _ 

в | 

5 * Значение занижено по абсолютной величине, 
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Исключением являются кристаллы аденозин-3’,5’-цикло 
та И: в элементарную ячейку кристалла входят две молекулы со. 
единения, одна из которых находится в анти-конфо мации 
(Фсм —50°), а другая — в син-конформации (Фе х +1025). Нь. 
давно показано 8, что 4-тиоуридин имеет в кристаллах син-конфор. 
мацию (Фс,х + 83°). 

ля пиримидиновых нуклеозидов анти-конформация является 
предпочтительной конформацией и в растворах, как показало изу- 
чение дисперсии оптического вращения. Эти соединения имеют по. 


ния показывает, что амплитуда эффекта Коттона сильно зависит 


тильной группы при С-2/ и ДВОЙНОЙ СВЯЗИ 37. Изуче 
химического сдвига протона при С-6 п 


зость фосфатной группы к этому протон 


растворах характерен отрицательный эффект Коттона 3%, 35. Ана- 
логичный знак эффекта Коттона наблюдается и в случае 27,3/-О- 
изопропилиден-3,5^-циклонуклеозидов пуринового ряда 56, 39, напри- 
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м 
а 


С другой стороны 
рибозы и. в а о Е 
ра оба нформации, например 8,2'-ангидро- 
а уранозиладенин ХХ, имеют положительный 
о в что позволяет сделать вывод о сия-конфор- 
еее уклеозидов в растворе. Это заключение под- 
а овен о 
- замес Й 
делают невозможным существование соединения ее 


Я=#Р #2’, 


ции *, 
54 НМ МН» 
ро. М М 
7 
ОВа ыы | у @ [ 
2 
Ист в —^ м № 
СН» но 
ам. О. Нз Ге) 
ХУ о 
а: 
(от. о р [Се] 
ина С(СНз)› 
}на- ХУШ хх 
УП. 
л- Данные спектров ЯМР нуклеозид-5’-фосфатов указывают, од- 
отя нако, на заметное влияние ионизации фосфатной группы на хими- 
это ческий сдвиг протона при С-8, но не при С-2, что возможно лишь 
не: при анти-конформации *. Наконец, как недавно было обнаружено, 
ор. . при изменении РН происходит изменение знака эффекта Коттона 
ти для производных гуанозина “8; это можно трактовать как возмож- 
Е | ность обратимых переходов между син- и анти-конформациями ну- 
| клеозида **. 
8 | Преимущественная конформация дезоксирибонуклеозидов и дез- 
ых оксирибонуклеотидов, по-видимому, аналогична конформации 
т. соответствующих производных рибозы. Имеющиеся данные рентге- 
‚а- ноструктурных исследований (табл. 2.8) показывают, что в боль- 
[е шинстве случаев конформация дезоксинуклеозидов и дезоксирибо- 
ТИ нуклеотидов в кристалле близка к анти-конформации, хотя в одном 
ВИ | случае получено доказательство син-конформации. 
и 
И * С гипотезой об анти-конформации производных аденозина согласуются 
расчетов вращательной силы этих соединений *°. 
на, 2’,3’-О-изо- 


результаты приближенных 


** Исследование спектров ЯМР 27.3/-О-изопропилиденаденози 


О" | пропилиденгуанозина и 3,5 цикло-2”,3/-О-изопропилиденаденозина методом двой- 

ного резонанса позволяет сделать Зывод о возможности обратимых переходов 

и между син- и анти-конформациями, причем для производных аденозина анти- 
конформация менее выгодна, чем для производных гуанозина `. 
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Кривые дисперсии оптического вращения а иДиНДеЗоксири. 
бозидов имеют положительный эффект Коттона 34, ; ДЛЯ МО 
ного соединения с фиксированной син-конформацией 5/0. 
циклотимидина отмечен отрицательный эффект Коттона, что а 
ляет предполагать преобладание анти-конформеров в растворах 


Таблица 2.3 Значения угла вращения Фе, м для ряда 
дезоксирибонуклеозидов и дезоксирибонуклеотидов 
Ф 
Соединение | С, № Литература 


градусы 


Пиримидиновые производные 


а о и 


2-Дезокси-б-бромцитидин (в комплексе с 2'-дезоксигуа- 
нозином)...... 


2-Дезокси-5-фторуридин`. : 5 
2-Дезокси-5-бромуридин о 
2'-Дезокси-б-иодуридин Е 
Пуриновые производные 
2'-Дезоксиаденозин . о ея 
2’-Дезоксигуанозин (в комплексе с 12'- дезокси-5-бром- 
Е о аа +138 28 


.. ие а т °, ь 


ооо 
Е Я и ела 
.... 


4. Внутримолекулярные взаимодействия 


В приведенном выше обс 
рмаций ну 


ирная литература, касающаяся воз- 
утримолекулярных водородных свя- 
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зей между гидроксильной гр ПП Й П С 2 а 
м ой ри -2/ ОСТ: ТК 
ы у а риоозь ‹ар- 
бонильной группой при С-2 пиримидинового основания; о 
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мн 
НОСНЬ о 
Н 


— 


но оО 


Возможность образования такой водородной связи может быть 
легко продемонстрирована на молекулярных моделях нуклеозидов 
с анти-конформацией. Впервые предположение о таком взаимодей- 
ствии было выдвинуто для объяснения различия УФ-спектров в 
сильнощелочной среде уридина и уридин-3’-фосфата, с одной сто- 
роны, и уридин-2’-фосфата, с другой стороны “5. Прямых доказа- 
тельств образования такого рода водородной связи до сих пор не 
получено. Расстояние между атомами кислорода 2-экзо-О и 
2’-экзо-О в кристаллах. пиримидиновых рибонуклеозидов и рибо- 
нуклеотидов, полученное на основании данных рентгенографии, 
превышает расстояние, требуемое для образования водородной 
связи. Однако это не удивительно, так как В кристаллической ре- 
шетке и тот и другой атомы кислорода находятся в непосред- 
ственной близости с функциональными группами соседних молекул 
нуклеотида; такие межмолекулярные взаимодействия могут преоб- 
ладать в данном случае над внутримолекулярными взаимодей- 
ствиями, существующими в разбавленных растворах. 

Имеющиеся косвенные доказательства существования водород- 
ной связи между карбонильной группой при С-2 пиримидинового 
кольца и водородом гидроксильной группы при С-2” остатка ри- 
бозы можно разбить на две группы. Одна группа — это данные о 
различии физических свойств или химической реакционной способ- 
ности для пиримидиновых нуклеозидов и их производных, в кото- 
рых имеется гидроксильная группа при С-2 (например, уридин, 
уридин-3’-фосфат, уридин-5’-фосфат) и производных, в которых 
эта гидроксильная группа отсутствует (например, 2’-дезоксиури- 
дин, уридин-2’-фосфат, алкилурацилы). Помимо уже упоминавшихся 
данных по УФ-спектрам производных уридина сюда относятся 

данные о различии констант ионизации для производных цитозина 
этих двух групп “6, отличия В спектрах ЯМР пиримидиновых нукле- 
отидов %, а также различие в скоростях протекания некоторых ре- 
акций рибо- и дезоксирибонуклеозилов (например, фотохимической 
гидратации производных цитидина “", каталитического гидрирова- 
ния 48 и гидроксиламинолиза 49 производных уридина), 
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Другая группа косвенных доказательств — это данные по о 
нению реакционной способности функциональных групп остатка 
сахара или фосфата в зависимости от природы гетероциклическог 
основания. Такого рода различия отмечались часто, однако Деталь. 
ные кинетические исследования в этой области почти Отсутствуют, 
Примером подобных исследований может служить Работа Вит. 
целя 50 по кинетике гидролиза динуклеозидмонофосфатов, содержа. 
щих остаток пиримидиновых нуклеозид-3’-фосфатов, по сравнению 
с аналогичными соединениями, содержащими остаток пуриновых 
нуклеозид-3’-фосфатов. Наблюдаемые кинетические отличия можно 
объяснить повышенной нуклеофильностью гидроксильной группы 
при С-2’ пиримидиннуклеозидов за счет образования водородной 
связи с гетероциклическим ядром. Представления о взаимодей- 
ствии карбонильной группы при С-2 пиримидина с гидроксильной 
группой при С-2” остатка рибозы используются для объяснения 
механизма действия панкреатической рибонуклеазы 51 52, 

В литературе имеются также данные, которые можно рассмат- 
ривать как косвенные указания на возможность внутримолекуляр- 
ного образования водородных связей и в пуриновых нуклеозидах 
с участием №-3 гетероциклического ядра и гидроксила при С-2' ри- 
бозы. К их числу относятся некоторые различия в УФ-спектрах*! 
и спектрах ЯМР 33,58 пуриновых рибо- и 2’-дезоксирибонуклео- 
Зидов. 

В настоящее время накоплен достаточно большой фактический 
материал по различию физико-химических характеристик олиго- 
И полинуклеотидов, содержащих рибо- И дезоксирибонуклеотиды 
(подробнее — см. гл. 4). Разумной причиной таких различий яв- 
ляется, по-видимому, какое-либо 
при С-2” остатка рибоз 


ее. 


О. о... 
Е ] 


Е Е. 


В-остаток основания 


Такое взаимодействие, очевидно, возможно и в мономерных 
нуклеозид-3’-фосфатах, 
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о и. могут возникать внутримолекулярные 
о рода — взаимодействие дв 
х аромати- 
а ры аналогичное взаимодействиям, а оны В 
т = еотидах (см. гл. 4). Такого рода внутримолекулярные 
а ое доказаны для никотинамидаденинди- 
о. лавинадениндинуклеотида 63-66 и - 
водных. Ся: 
Сильные взаимодействия между двумя гетероциклическими 
основаниями наблюдаются в Р',Р?-динуклеозид-5’-пирофосфатах и 
в динуклеозидмонофосфатах. Такого рода взаимодействия играют 
важную роль в стабилизации определенной конформации олиго- и 
полинуклеотидов, они будут подробнее рассмотрены в гл. 4. 
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ЭЛЕКТРОННАЯ СТРУКТУРА И РЕАКЦИОННАЯ 
СПОСОБНОСТЬ МОНОМЕРНЫХ КОМПОНЕНТОВ 
НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ 


1. ВВЕДЕНИЕ 


Специфичность функционирования нуклеиновых кислот и 
клеотидкоферментов определяется реакционной способностью 
клеозидных звеньев и в первую очередь входящих в их состав ге. 
тероциклических оснований. При этом реакционную способность 
следует понимать в самом широком смысле, имея в виду не только 
взаимодействия, приводящие к образованию или разрыву кова- 
лентных связей, но и взаимодействия иных типов —с соседними 
основаниями в той же полинуклеотидной цепи или с комплементар- 
ными основаниями другого полинуклеотида, с белками (гистонами, 
белками вирусной оболочки, ферментами нуклеинового обмена 
ит. д.), ионами металлов и т. д. 

ля изучения химических свойств компонентов нуклеиновых 
кислот используется весь арсенал классической и современной ор- 
ганической химии — как теоретические квантовохимические рас- 
четы, так и эмпирические методы, основанные на изучении реак- 
ционной способности аналогов. В данной главе с этой точки 
зрения рассматриваются основные характеристики компонентов 
нуклеиновых кислот и нуклеотидкоферментов, определяющие их 
химическую специфичность в основном электронном состоянии. 
Свойства компонентов нуклеиновых кислот в возбужденном ©0- 
стоянии будут рассмотрены в гл. 19. 


ну- 
ну- 


П. РАСПРЕДЕЛЕНИЕ ЭЛЕКТРОННОЙ ПЛОТНОСТИ 
В ГЕТЕРОЦИКЛИЧЕСКИХ ОСНОВАНИЯХ 
НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ 


Свойства молекул определяются особенностями их электрон“ 
ной структуры, и поэтому, прежде чем обсуждать вопросы, свя“ 
занные с реакционной способностью гетероциклических ОСОВ 
ний, входящих в состав нуклеиновых кислот, необходимо зи 
реть вопрос о распределении электронной плотности в молекула, 
оснований. При этом мы остановимся на теоретической те 
проблемы и, поневоле более кратко, на немногочисленных экс 


{У Не тольк 


зрыву ков 
с соседними 
мплемента- 
(гистонами 
ого обмена 
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риментальных попытках подтверждения данных положений. П 

скольку таутомерное равновесие оснований обычно ры -: 
сдвинуто в сторону одной из форм (см. стр. 165 и далее) и 
видимо, и является ответственной за свойства соединения ри 
мы рассмотрим вопрос о распределении электронов И 
разом в наиболее стабильных при обычных условиях (25°С, 1 ат) 


Рис. 3.1. Способы участия в сопряжении 26 
атомов азота и кислорода гетероцикличе- 


ских оснований: _(%) (1) 


а- Атом азота образует три о-связи с атомами Х, М-2 а М2 
У и 2. На р-орбите азота, перекрывающейся с р-ор- Хх 2е.с7 
битой атома 2, находятся два электрона. На рис. 3.3 

ОВ атомы азота отмечены знаком й 6 
„б-”. 

б— Атом азота образует две 0-связи с атомами У 

и 2. На р-орбите азота, перекрывающейся с р-ор- 


битой атома 2, находится один электрон. На й-ор- 
бите, расположенной под углом 120° к связям М№М—У 2-ррбита 
и №7, находятся два несвязывающих электрона. 5р“-орби 
ее „атомы азота на рис. 3.3 отме- 
чены знаком „6 —”. 
в-—Атом кислорода образует две од-связи с ато- 
мами 7 иУ\У. На р-орбите кислорода, перекрываю- 
щейся с р-орбитой атома 2, расположены два элек- 
трона. На несвязывающей п-орбите, расположен- 
ной под углом 120° к связям 7—О и О-У! нахо- 
дятся два несвязывающих электрона. Соответствую- 
щие атомы кислорода на рис. 3.3 имеют „6 +“ 
(образующий две 0-связи атом серы участвует 
в сопряжении аналогично). 
г— Атом кислорода образует одну о-связь. На р-орбите кислорода, перекрывающейся 
с р-орбитой атома 2, находится один электрон. На двух несвязывающих п-орбитах, располо- 
женных под углом 120° по отношению друг к другу и к связи О—7, находятся по два 
п-электрона. Соответствующие атомы в основаниях на рис. 3.3 имеют „в —“ (атом серы, 
образующий одну 6-связь, также вносит в сопряженную систему один электрон). 


таутомерных формах оснований. Кроме того, хотя протонирова- 
ние или депротонирование с образованием соответственно катио- 
на или аниона может заметно менять распределение электронов в 
молекулах оснований, в данном разделе рассматриваются только 
нейтральные основания, так как почти все теоретические расчеты 
проведены именно для этой формы. Рассмотрение нейтральных 
молекул дает значительную информацию при изучении различ” 
ных химических свойств оснований, в том числе и в ионизованном 
состоянии. 


1. Теоретические положения 


Гетероциклические основания как сопряженные оби Ри. 
новые и пиримидиновые основания нуклеиновых и 
ляют собой циклические системы, составленные а ея 
между собой тригональных (регио т 

ых , 
тронные атомные орбитали которых, 3 
м молекулярные орбитали. В соответствии с общепри 


10* 
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нятыми представлениями 3 о способах сопряжения Зра-тибридь 
зованных гетероатомов атом азота, который в Рассматриваени, 
соединениях связан с тремя другими атомами, вносит в 0б ы 
л-электронную систему два электрона и не имеет чесвязывающи: 
орбит или и-орбит (рис. 3.1). Такими атомами ЯВЛЯЮТСЯ, напри. 
мер, атомы азота экзоциклических аминогрупп в Цитозине, аде. 
нине или гуанине. 

Атом азота, связанный лишь с двумя другими атомами, т. е 
имеющий две о-связи, вносит в общую систему всего один л-элек. 

трон, и на его несвязывающей орбите 
находятся два электрона. Примером 
таких атомов могут являться атомы 
М-3 цитозина (рис. 3.2) и №-7 гуанина 
и аденина. 

Аналогично образующий две о-свя- 
зи атом кислорода вносит в систему 
два р-электрона и имеет два электро- 
на на одной несвязывающей орбите; 
образующий одну о-связь карбониль- 
ный кислород отдает в общее пользо- 
вание лишь один электрон и имеет на 
двух несвязывающих орбитах по два 
электрона. Участвующий в сопряже- 
= нии атом углерода вносит в общую 
Рис. 3.2. Молекула я пэлектронную систему один электрон. 
биг (см. рис, 3.1). определяются распределением и л-, и 

П-, и о-электронов. Однако во многих 

случаях, а именно для процессов, 
проходящих без разрыва с-связей, основную роль играют 00- 
лее лабильные л-электроны. Здесь нужно иметь в виду, что они 
взаимодействуют определенным об 
нако этим взаимодействием в перво 
бречь и рассматривать л- и ‘б-электронные системы по отдель 
ности. : 

Даже чисто качественное рассмотрение роли отдельных атомов 
в сопряжении позволяет сделать ряд довольно важных выводов 
о химических свойствах оснований (рис. 3.3). В частности, те ато- 
мы, которые вносят в общую л-электронную систему два элект” 
рона — типы а и в по обозначениям рис. 3.1, — должны иметь не- 
который недостаток электронов или, иными словами, на них ны 
жен быть сосредоточен частичный положительный заряд 6 ы 
Атомы, вносящие в систему один р-электрон и имеющие на ры 
зывающей орбите два электрона (по обозначениям рис. 3.1, Е ты 
б и г), должны обладать частичным отрицательным зарядом ‘“- 
(рис. 3.3). В соответствии с этим первые атомы должны зн 


ях 


льно мене й 
те м е охотно взаимодействовать с электрофильными а 
ген- 


тами, чем вторые. 
асп З : 
Е. а т л-электронной плотности. Качественн 
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иЫ п ". Рис. 3.3. Сопряжение гетероатомов в таутомерных формах производных 
ых ре гетероциклических оснований нуклеиновых кислот. 
НР” 0”, 
от’ х # м оказывается, в частности, что электронная ПЛОТНОСТЬ В пиримидино- 


ие 98" вых основаниях повышена на С-5 по сравнению с С-6 и что атом 
вой С-8 пуриновых оснований должен обладать некоторым недостат- 


у 

д ть 

ое д" ком электронов. Хотя даже качественные выводы часто оказы- 

В м ваются чрезвычайно полезными при трактовке химического пове- 

О" дения молекул, предпочтительным, естественнс, является количе- 
бы полуколичественный, анализ, который 


я 9 ственный, или хотя 


>= 
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можно провести расчетным путем. В применении ‚К осн 
клеиновых кислот для расчетов используются обычно Зла 
варианты метода молекулярных орбиталей в приближении зи 
ной комбинации атомных орбиталей. Еще недавно единс 
доступными данными были результаты, полученные При использ 
вании простейшего метода — метода Хюккеля?,5.5. Мед 
ляется полуэмпирическим, так как при расчетах Используются п. 
нее подобранные в соответствии с экспериментом или На основа. 
нии общих соображений параметры и результаты расчета силь 
зависят от их величины, которая, в свою очередь, часто ВЫби. 
рается довольно произвольно. Поэтому хотя, как правило, нанбо. 
лее фундаментальные выводы, сделанные на основании расчетов 
проведенных различными авторами, согласуются между соб) 
часто наблюдаются не только количественные, но и качественные 
расхождения в результатах, касающихся более частных проблем, 
Информация, получаемая в результате такого расчета, касается 
плотности л-электронов на отдельных атомах, участвующих в со- 
пряжении, порядков связей между двумя связанными атомами 
(эти порядки характеризуют плотность электронного облака мех: 
ду атомами) и распределения энергетических уровней молекулы. 
Результаты расчета представляются в виде молекулярной диа- 
граммы. На скелете молекулы вдоль связей указывают их под- 
вижные порядки, а рядом со скелетными и экзо-атомами в скоб- 
ках — плотности л-электронов около них. 

На рис. 3.4 представлены молекулярные диаграммы некоторых 
наиболее важных таутомерных форм гетероциклических основа- 
ний нуклеиновых кислот (свободных оснований и в составе раз 
личных производных), полученные Пюльманом? с использованием 
метода Хюккеля*. Пользуясь приведенными на молекулярных 
диаграммах электронными плотностями на атомах, легко рассчи” 
тать величины частичных зарядов (6-- или 8—) на соответствую 
щих атомах путем вычитания из числа электронов, поставляемых 
данным атомом в общую л-систему, величины л-электронной плот. 
ности на этом атоме. При этом получается более наглядная КАР: 
тина роли данного атома как электроположительного или ИЕ 
отрицательного центра в молекуле. Соответствующие диаграммы, 
полученные расчетом по методу Хюккеля, приведены на рис. ег. 
полученные методом самосогласованного поля — на рис. 3.6. с 
ко видеть, что качественные предсказания, сделанные на м 
нии построения мезомерных структур, подтверждаются я 
расчетах методом молекулярных орбиталей в приближении р 
келя. Среди углеродных атомов ядер пиримидиновых основа 


оВанияу —. 


ТВенныу 


олекуле. 
* Метод Хюккеля не учитывает взаимодействия электронов в М 


напри- 
Этот недостаток частично устраняется в усовершенствованных методах, 
мер методах самосогласованного поля *› 8. 
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Рис. 34. Молекулярные диаграммы некоторых таутомерных форм оснований нуклеиновых кислот 
(свободных оснований и в составе различных производных). 

Рядом с диаграммамн приведены схемы распределения Л-электронов по молекулярным энергетическим уровням 
в условных единицах энергии В (разность энергий между двумя разрешенными энергетическими уровнями в эти- 


лене равна 28). Незаполненные электронные орбитали обозначены знаком „-—“, электронные орбитали, на которых 
находятся два электрона с противоположными спинами, — знаком „А“. 
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Рис. 3.5. Распределение частичных („суммарных“) зарядов на ске- 
летных и экзоатомах некоторых таутомерных форм оснований ну" 
Г клеиновых кислот (свободных оснований и их производных), 


ас 
ВНЕ по методу молекулярных орбиталей в приближении Хок. 
еля 2. 
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# 


11. РАСПРЕДЕЛЕНИЕ ЭЛЕКТРОННОЙ ПЛОТНОСТИ В ОСНОВАНИЯХ 
153 


я Е, зарядом обладают С-2, С-4 и С-6 

- - ы ы Е 

ыы о довольно значительный и 

Е. ряд. Значительные по величине частичные положи- 
г ряды расположены на С-2 и С-6 и существенн > 

ший — на С-8 пуриновых оснований. Группы, И В 

два л-электрона в систему (например, МН», ОН и др.), а — 
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Рис. 3.6. Распределение частичных („суммарных“) зарядов л-электронов 
в скелетных и экзоатомах кетоаминоформ оснований нуклеиновых кислот 
(свободных оснований и их производных), рассчитанное по методу само- 


согласованного поля т 


стичные положительные заряды, гетероатомы, поставляющие по 
одному л-электрону, несут значительные частичные отрицатель- 
ные заряды. Эти выводы о распределении электронной плотности 
подтверждаются и в расчетах, проведенных тем же методом дру- 
тими авторами 56, а также при расчетах более совершенными ме- 
тодами (см., например, ^ 8) *. Выводы, сделанные на основании 
расчетов, имеют большое значение для предсказания реакционной 


способности молекул оснований. 

Тем не менее нельзя не ‘отметить, что 
торов наблюдаются порой и значительные 
ЯНИЕ. 


где вследствие неудачного выбора 


в расчетах различных ав- 
расхождения. Это 


* Имеются работы (см., например, °), 
эмпирических параметров при расчетах методами, еще находящимися в стадии 


разработки, получаются результаты, не согласующиеся ни с расчетами, выпол- 
ненными другими методами, ни с экспериментальными данными. 


> 
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относится как к упрощенному методу молекулярных об 
так и к более совершенным методикам. Хотя в последне : 
по-видимому, получаются более удовлетворительные энергетическ® 
характеристики молекулы, электронные плотности в Расчетах з 
ных авторов остаются различными как по численным значения 
т ) 
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Рис. 3.7. Распределение С-электронных зарядов для кетоаминоформ 
оснований унклеиновых кислот 7, 


так и по относительным величинам. В качестве примера р 
сопоставить полученный при расчете порядок увеличения екЫ 
ронной плотности на атомах азота пиридинового типа в ами 
форме аденина: 


Упрощенный метод молеку- 


лярных орбиталей! ..., №-7> №-1 > №3 
Метод самосогласованного 

поля по В. А. Куприевичу 0 №7> —№1> №3 
То же, по Пюльмануй ... №7> №3> № 

о же, по Нагата и сотр.1? , №-1> М№3> №7 

о же, по Гиесне-Претре?.. №1> —№7> №3 
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Эти и другие набл 
юдаемые расхожд 
ения связа 
евыбое методов расчета и со а Е 
Г оре исходных параметров. Можно  адеятноя ое 
витие теоретических представлений и техники расчета в г. раз- 
кон- 


ы цов даст возможность более на 
ы дежно п 
ление электронной плотности, пока же ее распреде- 
тироваться только на те результаты , видно, следует ориен- 
[а ‚ которые воспроизводятся 
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Рис. 3.8. Суммарные л- и о©-заряды для кетоаминоформ оснований 
нуклеиновых кислот 7. 
пов" 2 
при расчете по различным методам. Именно этого принципа мы 
| придерживаемся при дальнейшем изложении вопросов, связанных 
ужи с химическими свойствами оснований. 
мер зе Учет о-электронов и суммарное распределение электронной 
В енйй ий плотности. Многие физические свойства оснований, например ди- 
т п-электронных, и от в-электрон- 


польные моменты, зависят и © 

Очевидно, это относится также к 
которые связаны с разры- 
делёния о-электронов в мо- 
7 приведено распределение 
еиновых кислот Для 
суммарных зарядов“. 


ных характеристик молекулы. 
тем химическим свойствам оснований, 
вами о-связей. Поэтому знание распре 
лекуле чрезвычайно важно. На рис. 3. 
электронной плотности В основаниях НУКЛ 
о-электронов и на рис. 3.8 — распределение 


в. > С 
ь- г 
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АИ АК СоБНо 
— 


видеть, качественное распределение 


за 
включении в расчет с-электронов остается тем Же, что Е к- При 
смотрении только л-электронов (см. рис 3.6). Так, наприм ри рас 
но сопоставить заряды на атомах С-5 и С-6 = 


окажутся 


более подходящими, однако в настоящее время они Малодо- 


ступны. 


2. Экспериментальные данные 
И их сопоставление с расчетными 


Для того чтобы выбрать лучший 
иметь совокупность экспериментальн 
получаемых результатов. Распределение электронной плотности 
+ определяет, очевидно, такие характеристики молекул, как длина 
р | связей, дипольные моменты, химические сдвиги (при измерении 
и ЯМР), структуру сигналов ЭПР и ядерного квадрупольного резо- 
т нанса. 

Рентгеноструктурный анализ. Данные рентгенографии кристал- 
лических веществ дают возможность определить длины связей в мо- 
лекуле соединений. Длины связей, определяемые по данным рент- 
геноструктурного анализа, могут быть сопоставлены с длинами 
связей, рассчитанными теоретически, исходя из порядков связей*. 

В табл. 3.1 приводится в качестве примера сопоставление ве- 
личин длин связей в молекуле непротонированного цитозина, най- 
денных экспериментально !* и расчетных 15. 


метод расчета, необходимо 
ых данных для проверки 


грили икАетрт 


14 
Таблица 8.1 Сопоставление расчетных {и экспериментальных ^^ длин связей 
в молекуле непротонированного цитозина 


ь 0,38 1,38 1,376 
2 - 0,53 1,36 1,361 
Св... а 0,78 1,24 1,260 
С-2—2-экзо-О ........ Е 0,48 1,38 1,354 
Со са 0,64 1,33 1,351 
ее. 0,53 1,41 1,432 
Е... т 1,36 ва 
= ааа ,76 1,88 С 


_ как дли 
г измерее 
тЫНОГО [8% 


И. РАСПРЕДЕЛЕНИЕ ЭЛЕКТРОННОЙ 


ПЛОТНОСТИ В ОСНОВАНИЯХ 


Наблюдается достаточно хорошее качественное соответствие. Это 


позволяет считать, что расчеты дают картину распределения 


электронных плотностей, которая иней 
по крайней мере качест 
отражает истинное распределение *. Из данных и 3:1 = 


также, что с увеличением порядка связей их длина уменьшается. 
Спектры ЯМР. Химические сдвиги протонов в спектрах ЯМР 
различных соединений зависят от электронной плотности на ато- 
мах, с которыми они связаны. Для бензоидных систем наблю- 
дается довольно хорошая корреляция между л-электронной плот- 
ностью, рассчитанной для какого-либо атома, и величиной хими- 
ческого сдвига протона, связанного с этим атомом 7-20. Попытки 
провести подобное сопоставление экспериментально найденных 
значений химических сдвигов протонов при С-2, С-6 и С-8 пурина 
с электронными плотностями на этих атомах углерода были зна- 
чительно менее успешны ?!-2. Такой результат становится, одна- 
ко, понятным, если учесть, что в данном случае на величине хи- 
мического сдвига должен сильно сказываться эффект поля сосед- 
них гетероатомов, обладающих высоким частичным отрицатель- 
ным зарядом, а также то обстоятельство, что влияние магнитной 
анизотропии цикла различно для протонов, занимающих разное 
положение в цикле. Если, используя вычисленные величины заря- 
дов на атомах, провести расчеты значений химических сдвигов, 
учитывая все указанные эффекты, то удается правильно предска- 
зать порядок возрастания величин химического сдвига в пурине: 
5(С-8) < 5(С-2) < 8(С-6) %. Тем не менее в качестве метода ис- 
следования распределения электронной плотности в молекулах 
таких сложных соединений, как основания нуклеиновых кислот, 
ЯМР-спектроскопия, по-видимому, малоэффективна. 
Исследование дипольных моментов. В то время как данные 
рентгеноструктурного анализа и ЯМР дают возможность делать 
выводы о состоянии отдельных атомов в молекуле, дипольный мо- 
мент определяется электронной структурой молекулы в целом . 
К сожалению, в литературе имеется очень мало сведений о ди- 
польных моментах гетероциклических оснований нуклеиновых кис- 
лот, поэтому широких сопоставлений провести не удается. Однако 
рассчитанные с учетом эффекта о-электронов ан т 
ных моментов ряда и хорошо совпада 
деННЫМИ Ба чеНЯМ ат, расчетов электронной плотно- 
сти для ваний) входящих в состав О 
стоящее время может быть проверена лишь а ть 
При этом оказывается, что количественные резуль 
ее согласуются как между собой (когда они получены 


по другим основаниям — См. гл. 2; расчет 


* рентгенострук р данные 


ные величины = 
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“ПОСоБНОСт, 


различными методами расчета), так и с экспериментальными 
ными. Тем не менее ряд фундаментальных качественных ВЫВОДОВ 
которые можно сделать на основании расчетных данных, Вполне 
согласуются с наблюдаемыми результатами (например, При со. 
поставлении порядков и длин связей, при предсказании реакци. 
онной способности, величин дипольных моментов и т. д.). 


Таблица 3.2 Дипольные моменты некоторых гетероциклических 
соединений 2”, 29, 30—82, 37 


Учет эффекта 0-связей проводился по 28 


ИИ 


Дипольные моменты, р 


— 


Соединение рассчитанные 
найденные 


Пиримидин....... 

9-Метилпурин" ...... з 0,73 
9-Метиладенин..... 0,37 
1,3-Диметилурацил .,. 0,86 
5-Бромурацил ..... р 1,45 


Представляется достаточно вероятным поэтому, что в основ- 
ном качественная картина распределения электронов, полученная 
посредством расчетов, недалека от истинной. 


Ш. ЭНЕРГЕТИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ 
ОСНОВАНИЙ НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ 


Энергетические характеристики молекул в отличие от карти- 
ны распределения электронной плотности определяются с помо- 
щью квантовохимических расчетов достаточно точно. Для хими- 
ков наибольший интерес представляют такие энергетические 
характеристики соединений, как энергия резонанса и энергия выс- 
шего занятого и низшего свободного уровня, смысл и значимость 
которых кратко рассмотрены ниже. 

Как уже было отмечено, в результате расчетов ‚электронных 
свойств молекулы методом молекулярных орбиталей получается 
набор разрешенных энергетических уровней, на которых. могут 
располагаться л-электроны. Естественно, что в основном состоя- 
нии молекулы электроны занимают уровни с минимально возмож- 
ной энергией, причем на каждой молекулярной орбитали, которой 
соответствует данный энергетический уровень, располагается а 
два электрона с противоположными спинами (см. рис. 3.4). Об- 
щая энергия л-электронов в соответствии с этим равна удвоен- 
ной сумме энергий занятых уровней, 
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1. Энергия резонанса * 


Для расчета энергии резонанса каждый л-элект 
рассматривается как делокализованный, т. е. НЫ вначале 
молекуле в целом, и рассчитывается суммарная а 1 = 
делокализованных электронов. Если, с другой ры а. 
ривать молекулу как соединение, состоящее из оаы и те 
кализованных, не взаимодействующих друг с другом двойных свя- 
зей, как это условно изображается при классическом написании 
ее формулы, и рассчитать сумму энергий л-электронов ее отдель- 
ных двойных связей, то эта энергия оказывается заметно выше, 
чем у соответствующей молекулы с делокализованными электро- 
нами. Разность между этими, рассчитанными для данной молеку- 
лы, энергиями носит название энергии резонанса (энергии дело- 
кализации), и ее величина может характеризовать стабильность 
молекулы в целом. Поскольку энергия резонанса зависит от чис- 
ла электронов, участвующих в сопряжении, более подходящей ха- 
рактеристикой увеличения. стабильности за счет сопряжения яв- 
ляется «приведенная» энергия резонанса — энергия резонанса в 
расчете на один Дделокализованный электрон. Молекула, для ко- 
торой величина приведенной энергии резонанса более высока, при 
прочих равных условиях более стабильна, чем молекула с более 
низкой приведенной энергией резонанса. Ниже приводятся вычис- 
ленные двумя методами величины энергии резонанса некоторых 
оснований нуклеиновых кислот в расчете на один л-электрон ": 


По методу молекулярных По” методу 


орбиталей самосогласованного поля 
единицы В эв 
Урания: ое ме. 0,19 0,260 
ПтОРЕ он 198023 0,373 
Мени ет ее 0,32 0,904 
Гуанин Я чет 0,446 


Эти значения убывают в ряду 
аденин > гуанин > цитозин > урацил 
что во всякого рода превращениях 


под влиянием химиче- 
аиболее стабильным; это 


Отсюда должно следовать, 
под действием физических факторов или 
ских агентов ядро аденина должно быть н 


ся. с 

действительно и наблюдает 
Значения энергии резонанса могут быть использованы а 
оценке относительной стабильности различных таутомерных 9ер 
(см. стр 163), а также при изучении различных равновесных пре 


вращений. Однако, к сожалению, расчетные величины энергии 


* Обзоры — см. 83—35, 
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резонанса оснований нуклеиновых кислот в 
вряд ли могут быть подвергнуты 
тальной проверке 35, 37, 


настояще 


е 
непосредственной эксто Я 


СПеримен. 


2. Энергия высшего занятого и низшего 
свободного уровней 38, 39 


Энергия высшей занятой орбитали непосредственно связана с 
легкостью удаления электронов из молекулы: чем она выше, теу 
легче может быть удален электрон с образованием катиона 
Энергия низшей свободной орбитали, наоборот, характеризует 
легкость присоединения электрона — чем ниже лежит соответст. 
вующий энергетический уровень, тем легче молекула присоеди- 
няет электрон, становясь анионом. Расчеты, проведенные с ис. 
пользованием различных методов, дают для энергий высшего за. 
нятого уровня следующие ряды: 


по Пюльману 

гуанин >> аденин > тимин > цитозин > урацил 
по Фернандесу-Алонсо 6 

гуанин > тимин > аденин > урацил > цитозин 
по Нагата 

гуанин >> аденин > цитозин > урацил > тимин 
по В. В. Куприевичу 10 и Гиесне-Претре? 

гуанин >> аденин > цитозин > тимин > урацил 


Таким образом, при оценке энергий высшего занятого уровня 
все приведенные расчеты показывают, что лучшим донором 
электронов из всех оснований должен быть гуанин, а худшими— 
урацил и тимин; пурины в общем являются лучшими донорами, 
чем пиримидины. 

Значения энергии высшего занятого уровня могут быть сопо- 
ставлены с экспериментальными значениями потенциала иониза- 
ции (табл. 3.3). 


Таблица 3.3 Энергия высшего занятого уровня и потенциалы ионизации 
некоторых пуриновых и пиримидиновых оснований 


Энергия 
высшего 
занятого 
уровня, 
98 


Потен- 
циал 
нониза- 
ции, 
эв 


Энергия 
высшего 
занятого 


Потен- 
циал 


иониза- Соединение 


Соединение 


6-Азаурацил . 
Урацил 
Пурин 
Тимин.... 


Ксантин.. 
Гипоксантин 
Аденин .. 
Цитозин. . 


эн 
1. ЕРГЕТИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ ОСНОВАНИЙ 


_ = 161 


Другим возможным спос 
ии о ия проверки 
тронного ВЕ алзеся полярограф ыы свободного элек- 
ваний. В процессе полярографии я 1еское исследование осно- 
соединения электроду м электронов 
тронов от электрода к соединению реет Е 
процессов может быть непосредственно сы - 
соответственно высшего занятого и низшего ыы ее 
ных уровней. При этом оказывае у а 
тся, что полярографическое окис- 
ление также дает результаты, в основном согласующиеся с пре 
сказываемыми теоретически. Так, на графитовом электрод Е 
пуриновые основания, за исключением самого пурина Е: 
лительную волну, причем гуанин окисляется легче чем аденин 39 
Таким образом, электронодонорные свойства оснований нуклеино- 
вых кислот, по-видимому, достаточно хорошо предсказываются 
теоретически на основании современных представлений, особен- 
но при использовании усовершенствованных методов расчета. 
Менее согласующиеся результаты получаются при оценке 
энергии низшего свободного электронного уровня оснований, 
которая определяет электроноакцепторные свойства. Расчеты, 
проведенные с использованием различных методов, дают для 
энергии низшего свободного уровня следующие ряды: 


по Пюльману "! ® 
цитозин < аденин < тимин < урацил < гуанин 
по Пюльману" (усовершенствованная методика) 
аденин < цитозин < урацил < тимин < гуанин 


по В. А. Куприевичу г 
цитозин < урацил < тимин < гуанин < аденин 


по Нагата® 
тимин < урацил < цитозин < гуанин < аденин 


Получающиеся ряды различаются настолько сильно, что В 
настоящее время делать какие-либо выводы или предсказания от- 
носительно электроноакцепторных свойств оснований не представ- 


ляется возможным. 

Таким образом, результат 
лученные с использованием Р 
собой в наиболее существенных 
деталей они зачастую приводят К противоречивым, ое тает 
Поэтому не стоит переоценивать предсказательну ака 
современных теоретических методов. аби проведении 

тправ Ч 
сомнения, они могут служить 0 ЕН 
экспериментальных исследований И полезным подспорьем р 


трактовке получаемых результатов. 


ы квантовохимических расчетов, по- 
азных методов, совпадают между 
выводах, однако В целом ряде 


11 Зак. 614 
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1У. ТАУТОМЕРИЯ ОСНОВАНИЙ НУКЛЕИНОВЫХ 
кислот 


‚ Одной из важнейших проблем ХИМИИ нуклеиновых 
является проблема их таутомерии. Так, одна из Наибое ований 
принятых теорий спонтанного возникновения мутаций а обще, 
возможности существования оснований в разли ты 
формах. Действительно, 


й 
№ О... Н—М 


Г 
Ан... м» 
И Р-аМЕХ М 
Е \ 
М—Н:**0 
В 


В-атом водорода или различные радикалы 


Это предположение остается пока еще не более чем гипотезой, 
но тем не менее оно очень привлекательно и указывает один из 
путей изучения проблемы матричного синтеза — поиск корреля- 
ций между таутомерной формой того или иного основания и его 
ролью в процессе биосинтеза. 

Различные таутомерные формы оснований должны, естест- 
венно, обладать различной реакционной способностью. Если мож- 
но до некоторой степени судить о реакционной способности 
истинных (чистых) таутомерных форм соединений по реакцион- 
ной способности их моделей, то становится очевидным резкое раз- 
личие в поведении различных таутомерных форм. В качестве ТИХ 
мера можно сопоставить поведение уридина и 1-(В-Э-рибозил)- 2 
этоксидигидропиримидона-2 (модель редкой таутомерной ея: 
формы уридина) по отношению к нуклеофильным агентам. т 
уридин в нейтральной среде довольно инертен, то его анал 
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легко реагирует с самыми различными агентами 41—@ 
благодаря этому чрезвычайно полезным ое вы 
том при синтезе разнообразных аналогов а Е - 
В данном разделе мы кратко остановимся на проблем 
мерии оснований нуклеиновых кислот, затрон теоена 
ь ув сначала теорети- 
ческую сторону проблемы и затем экспериментальные доказатель- 
ства существования тех или иных таутомерных форм оснований и 
их равновесия. Пользуясь тем, что общие проблемы таутомерии 
гетероциклических соединений достаточно подробно рассмотрены 
в превосходном обзоре Катрицкого “3, мы остановимся на более 
частных проблемах, связанных с таутомерией оснований нуклен- 
новых кислот в составе нуклеозидов, обращаясь к самим основа- 
ниям только в случае необходимости подтвердить выводы, сделан- 
ные для нуклеозида, или когда данные для нуклеозидов отсут- 
ствуют. 


1. Теоретические положения 


Каждое основание, входящее в состав нуклеиновых кислот, 
вообще говоря, может существовать в нескольких таутомерных 
формах, число которых зависит от числа экзоциклических групп 
в пуриновом или пиримидиновом цикле. 

Известно (см., например,“ или м), что гетероциклические 
окси- и аминосоединения существуют в основном (при обычных 
условиях) в кето- и аминных таутомерных формах. Как будет по- 
казано ниже, основания нуклеиновых кислот в этом смысле не 
представляют исключения. При рассмотрении а рог! вопроса о 
том, какая из таутомерных форм будет более стабильна в данных 
условиях, следует учитывать несколько факторов, определяющих 
свободную энергию реакции перехода соединения из одной тау- 
томерной формы в другую и, следовательно, константу равнове- 
сия этой реакции. Во-первых, при изменении таутомерной формы 
происходит перестройка системы с-связей молекулы. Во-вторых, 
меняется структура л-электронной системы в сопряженных моле- 
кулах и, следовательно, их энергия резонанса. В-третьих, ме- 
няется степень сольватированности молекулы, если рассматри- 
вается таутомерное равновесие в растворах, представляющее тя 
больший интерес для решения химических и биохимических на 
блем. И, наконец, в-четвертых, при переходе соединения из од 

Ной няется система внутримолеку- 
таутомерной формы в другую ме йствие этих факторов и 
лярных водородных связей. Суммарное де 


у у рных 
НОСТЬ азличных ауто 
определяет относительн ю стабил т р ЧН Т ме 


первонач 
орм при данных Условиях. Для те 
ее Е етически оценить относительную стабильность разли 
о й степенью их сольва- 
ормы можно либо, ис- 


ных таутомерных форм, пренебретая оеф 
та 
тащии, При томе альныя ы х по энергии изолированных 


ходя из экспериментальных данны 


т» 
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Ще 


связей, представленных в канонической формуле, 

энергию молекулы в целом и затем добавить к ней выЧисленную 
квантовохимическим путем энергию резонанса, либо провести 
м полный квантовохимический расчет с учетом л- и о-связей. Оценка 
я значений энергии резонанса, рассчитанных для таутомерных ок. 

си- и кетоформ при стандартных условиях (25° С, | ат), приводит 
к заключению, что оксиформы являются более ВЫГОДНЫМИ 
(табл. 3.4). Однако, с другой стороны, расчет энергии молекулы 
по изолированным связям соответствующих таутомерных форм 
показывает, что при стандартных условиях кетоформы. значитель. 
но стабильнее оксиформ, причем разность суммарных энергий изо- 
лированных связей для кето- и оксиформ больше разности соот. 
ветствующих значений энергии резонанса. Таким образом, с точки 
зрения энергии связей в таутомерном равновесии оснований нук- 


леиновых кислот при стандартных условиях кетоформы должны 
преобладать над оксиформами. 


Рассчитать 


Таблица 3.4 Суммарная энергия изолированных связей 
и энергия резонанса для окси- и кетоформ оснований 


Суммарная энергия 


изолированных связей 45, Энергия резонанса *, ккал/моль 
| ккал/моль 


| Основание 


| для для 
| для кето- А для кето- А 
окснформы формы оксиформы формы 


| Гипоксантин .... 1123 1140 17 75 68 7 
| Ева оба 1257 1275 18 83 77 6 
р ИОН с сз 1035 1053 18 53 46 я 
| И 998 1015,8 | 18 43 38 5 
(4-окси- (4-окси- 
форма) форма) 


* Пересчитано из данных 34, 


В случае амино-иминного равновесия энергии о-связей в двух 
таутомерных формах можно принять одинаковыми; в таком слу- 
чае стабильность этих форм может определяться соотношением 
энергий резонанса. Расчеты, проведенные с помощью метода мо- 
лекулярных орбиталей в приближении Хюккеля *, показывают, что 
энергия резонанса аминоформы выше, чем энергия резонанса ими- 
ноформы, и, следовательно, первая является более стабильной *. 


* Имеются работы, где расчеты простым методом молекулярных ороие 
| В ты расчетов Е 
ты (см., например, 5). Резульгаты р 
дают противоречивые результа С мы 
параметров. Этого недостатк 
м методом сильно зависят от выбора а: 
ЕЛЬ оЕНИ удается избежать при использованни более современных 
—12 
тодов расчета (см., например, 10-12), 


оч А Зы ОР 
. ЕЕ 
_ - > 
Хх ТУ. ТАУТОМЕРИЯ ОСНОВАНИЙ НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ 
в —— 165 
:] 
Расчеты, проведенны 
е с учетом вли -3 
зе дают возможность ее ее 6. б-электронов 46, также 
кето- 
и (при стандартных условиях). у 0- и аминоформ 
р 
м, Таблица 3.5 Расчетная энергия перехода таутомерных форм 
о некоторых оснований нуклеиновых кислот 468 
и м 
РН 1 Тип таутомерног А 
Х Основание ного Н, Тип таутох г А 
| зна № равновесия эв Основание НЫ я 
ет у 
Н шим Аденин Амино-иминное 1,477 Тимин Кето-енольное 0,345 
СТИ Цитозин » 0,550 | Урацил | 4-Кето-—4-окси- 
9, рац ки 0,329 
Ом, С Гуанин Кето-енольное 0,185 
К 
ваний Ну. 
мы Должны В табл. 3.5 приведены значения энергии перехода из кетоформы 
в енольную и из амино- в иминоформу для оснований нуклеино- 
вых кислот. Из этих данных следует, что наиболее сильно тауто- 
мерное равновесие в сторону аминоформы сдвинуто в случае але- 
нина; сдвиг в сторону более стабильной формы для амино-имин- 
не — ного равновесия выражен сильнее, чем аналогичный сдвиг в слу- 
ты чае кето-енольной таутомерии. Эти выводы согласуются с экспе- 
са *, кали риментальными данными, которые для ряда оснований приводятся 
= ниже. 
для Е 
ры } 2. Экспериментальные данные 
пы» 
8 3 Уридин и тимидин 
|. м Теоретически оба эти соединения могут существовать в виде 
в |! трех таутомерных форм: 
38 5 [@) = о 
| г т ‚ 
в’ ВО < 
в - , ыы 
| ох 
\м/ Ао ». \о м Хон 
| ь в 


В остаток рибозы или 2’-дезоксирибозы 


В’=Н или СН. 
исталли- 
7 было показано, что в кр 
ографии “” был 
— в дикетоформе. Однако, 
= а ые для ини 
- сос 
ига нельзя непосредственно рее. = ны 
растворе; в связи с этим необходимо рассмотр 
г 
ные данные, относящиеся К растворам. 


С помощью рентг 
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УФ-Спектры. Сравнение УФ-спектров урацила, 1-метил-, 3-ме- 
тил- и 1,3-диметилурацилов “8 в воде при рН 7,2 (рис. 3.9) пока. 
зывает, что при переходе от урацила к 1-метилурацилу и от Зе 
тилурацила к 1,3-диметилурацилу наблюдается совершенно оди. 
наковый батохромный сдвиг и одинаковые характерные изменения 
в молярном коэффициенте экстинкции. Две метильные группы в 

1,3-диметилурациле оказывают ад- 

дитивное действие ‘на характер 

спектра. Различие между кривыми 

поглощения этих четырех соедине- 

ний сводятся только к аддитивным 

эффектам метильных групп. Отею- 

да следует, что все четыре соеди- 

нения существуют в одинаковой тау- 

томерной форме, т. е. дикетофор- 

ме. Такой вывод подтверждается 

сильным отличием спектра этих со- 

единений от спектра 1-метил-4- 

этоксидигидропиримидона-2. —Ана- 

220 20 250 логично УФ-спектры уридина и 3- 

метилуридина (в водных раство- 

Рис. 3.9. УФ-Спектры производ- рах) чрезвычайно схожи а 

рН ры (водные растворы, 262 ммк), тогда как спектр 4-эток- 

ие ЕЕ СИ 9 глюкопиранозилдигидропи- 

тии диметилурацила; 4— -метилура” римидона-9 сильно отличается от 

ен ^ (Ашах 273 ммк) 4. Таким обра- 

зом, из данных УФ-спектров сле- 

дует, что и урацил, и уридин в водных растворах существуют в ди- 
кетоформе. 

ИК-Спектры. Еще более точную информацию можно получить 
из сопоставления ИК-спектров изучаемого соединения и модель- 
ных фиксированных таутомерных форм. В работах Милса 49, 50 
было проведено сопоставление ИК-спектров уридина, 3-метилури- 
дина, 1-(В-Р-глюкопиранозил)-урацила, 1- (В-В-глюкопиранозил) - 
4-этоксидигидропиримидона-2, уридин-5’-фосфата и аналогичных 
производных тимина в тяжелой воде (табл. 3.6). Из этих дан- 
ных видно, что спектры урацила и тимина, замещенных в положе- 
нии | сахарным остатком, и спектры соответствующих 3-метилпро- 
изводных очень близки и заметно отличаются от спектров 4-окси- 
производных. Это означает, что все подобные производные 
урацила и тимина при выбранных условиях в Р.О существуют в 
дикетоформе. К подобному же выводу привели и более поздние ис- 
следования 515? (см. также? для кристаллических соединений). 
Анджел отмечает", что ИК-спектры нуклеозидов в твердом со- 
стоянии и в водных растворах практически одинаковы. 


ра этих к 

1-метил- 
4-2. Ан 
идина и $ 
их раство 
жи (№ 
ктр 4-910* 
дигидрот!! 
пчается © 


[У. ТАУТОМЕРИЯ ОСНОВАНИЙ НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ 


Спектры ЯМР. С 
. Спектры ЯМР при исс 
след 
растворителях дают возможность а ме. 
о протонов. В случае уридина и 
‚› полученном в диметилсульфоксиде в области 
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неводных 
ределить место локализации 
тимидина в спектре 
химических 


сдвиг : 
о 11 м. д, наблюдается пик, площадь которого 
и о дрон и который является Е. с 
—Н. Это означает, что в данных 
ь х усл - 
мидин и уридин существуют в дикетоформе 53, 61, нь. 


Таблица 3.6. 
в 0.0%» 50 


ИК-Спектры различных 


производных урацила и тимина 


Соединение 


Характеристические полосы, мк № 


Уридин 
3-Метилуридин ........- 
1-(В-Р-Глюкопиранозил)-урацил . 


1-(В-О-Глюкопиранозил)-4-эт- 
оксидигидропиримидон-2 


Уридин-5’-фосфат........ 
Тимидин .. 


1-(В-О-Глюкопиранозил)-3-метил- 
урацил 
Дезоксиуридин . +... 
3-Метилтимидин 
1-(В-Р-Глюкопиранозил)-тимин 
1-(В-Р-Глюкопиранозил)-3-метил- 
ТИМИН 
1-(В-Р-Глюкопиранозил)-4-этокси- 
5-метил-дигидропиримидон-2 


5,92 (5); 6,05 (55); 6,19 (т); 6,84 ($); : 

а ыы ) (т) (5); 7,18 (т); 
‚90 (5); 6,04 (55$); 6,20($); 6,80 ($); 7,05 (м); 

р ы и, м (5) (5); 7,05 (и); 
‚91 (5$); 6,04 (0$); 6,17 (т); 6,85 (5); 7,20 (т); 
7,55 (ш); 7.71 (т) в `. —- 

6,05 (05); 6,13 (5); 6,31 (=); 6,49 ($); 6,74 ($); 
6,85 ($); 7,21(т); 7,27 (т); 7,61 (03); 
7,81 (®) 

5,96 ($); 6,0 (0$); 6,21 (т); 6,85 (5); 7,07 (ов); 
7,20 (т); 7,73 (т) 
5,97 (5, 5й); 6,08 (05); 6,15 ($); 6,78 (т); 

7,338 (т); 7/0 (т) 


5,90 (5); 6,05 (05); 6,19 ($) 
5,91 (5, 5#); 6,01 (5$) 

5.93 ($); 6,00 (3); 6,18 (5) 
5,90 ($); 6,00 (55); 6,10 (9$) 


5,93 (5); 6,00 (5); 6,16 (9$) 
С 6.00 (05$); 6,15 ($) 


ена характеристика ее ин- 


* Рядом с указанием длины волны полосы в скобках привед. 
т — средней интенсивности- 


тенсивности (95 — очень интенс 


№ — слабая; 5й — полоса в виде плеча на другой полосе; ош — 


ивная полоса, $ — интенсивная, 


очень слабая; $, зв — интенсив- 


ная полоса в виде плеча на другой полосе). 


Таким образом, вся совоку 


свидетельствует о преобладании в произ 
так и в водных и неводных растворах 


кристаллическом состоянии, 
дикетопиримидинов 


ой структуры. Однако нет 


пность экспериментальных данных 
водных уридина как в 


оснований утвер- 
динственно возможная для 


ждать, что эта таутомерная форма @е о 
: | у ой таутомерной формы (или 


данных соединений. 
форм) может быть настол 


Количество друг 
ько малым, 


что физические методы в их 
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сегодняшнем состоянии не позволяют обнаружить ее содержания 
Вместе с тем решение многих проблем требует знания констант 
таутомерного равновесия между возможными таутомерными фо 
мами. Поскольку перечисленные выше физические Методы не 
дают информации о величине таких констант, единственным воз. 
можным методом их оценки является сопоставление величин кон. 
стант ионизации фиксированных моделей таутомерных форма 
Подобный подход применим в случае, когда изучаемые таутомер- 
ные формы дают катион или анион одинакового строения. Равно- 


весие между обеими таутомерными формами и общей ионизиро- 
ванной формой может быть записано в виде 


Ахн йнх 


р [+ ихн] [Н+| (Нх] 
= ИН хн] _ НУ инх | 
мы —- ыВ. Ин ихну вт” 
=> 


Здесь ХН и НХ — две таутомерные формы, отличающиеся по- 
тожением протона; Кт — константа таутомерного равновесия, 


При этом наблюдаемая экспериментально константа ионизации 
равна 


[н*] хну+ [нх] ) 


Кнабл м [ахн*] 


(2) 


Сопоставление выражений для трех констант ионизации дает: 
Кнабл 5ь: Кхн ЗЕ Кнх 


Из определения Кг =[ХНИНХ] очевидно, что Кт = Кхн/Кнх. 
Следовательно, если известна константа ионизации исследуемого 
соединения и константа ионизации хотя бы одной из таутомерных 
форм, можно определить константу таутомерного равновесия. 
Константу ионизации одной из форм обычно определяют с помо- 
щью модели, в которой определенная таутомерная форма фикси- 
рована посредством введения заместителя, находящегося у с00т- 
ветствующего атома, например путем введения метильной группы 
(предполагая, что метильная группа не очень сильно меняет кон- 
станту ионизации по сравнению с истинной таутомерной формой). 
В случае производных урацила применение этого подхода, ры 
ко, довольно затруднительно, поскольку в щелочной среде к 
кильные производные уридина, являющиеся моделями его и 
мерных форм, не диссоциируют, а константа диссоциации его в ты 
лой области очень мала. Константы ионизации модельных НЕ 
рованных соединений были определены Катрицким °*. Ниже 


водных 
водятся значения РК» ряда модельных пиримидинов произ 


1У. ТАУТОМЕРИЯ ОСНОВАНИЙ НУКЛЕИНОВЫХ КИисло 
Г т 


ъч 
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урацила (в концентри 
у а. рованных водных 
` ты) 5: растворах серной кисло- 
м “ ради м“ 
“ | Метилуращил о 
м , 5-Бромурацил Е. 
ыы ь 1-Метил-5-бромурацил ее 
Е м я ыы 9 
кт —3,25 
НИЯ, р №, я нокикдивидрони пывпоЕь а м 
И |-Метил-{-метоксидигидропиримилон-2 НЫ н- 
| ну, “Аетал-4-метокти-5ебромлисидротириии- ) 
И —3,32 


Из этих данных 
можно вычислить конс 
танту таутомерного рав- 
новесия, которая оказывается равной 10*9, что Е 


Ш пользу дикетоформы *. Интересно отметить, что в 
а , ведение такого 
НА р ного заместителя, как бром, в положение 5 пи- 
римидинового цикла заметно сдвигает равновесие в сторону еноль- 
ной формы. В этом случае К» составляет 1033. Полученные данные 
несмотря на относительную неточность, показывают, что в иссле. 
ЮЩИеСЯ № дуемых условиях равновесие чрезвычайно сильно сдвинуто в сто- 
равновеск рону дикетоструктуры, и объясняют невозможность (на сегодняш- 
НОНИЗАЦИ ний день) обнаружения минорных таутомерных форм эксперимен- 
тальным путем. 
р Цитидин 
Цитидин может, очевидно, существовать в виде трех таутомер- 
ных форм 1-Ш (В =В' = В” = Н): 
. А 7 й 
ации дае! в их т 


Ви: вп 

Из данных рентгеноструктурного анализа следует, что Цитидин 
в кристаллическом состоянии существует в аминоформе 6. Иссле- 
дование структуры цитидина в водных И неводных растворителях 
проведено различными методами. 

УФ-Спектры. Сопоставление У 
1-метилцитозина И 4-имино-2-мето 
Аней 2, 

2 жет асцениваться лишь как при 
того Е. ок производилось в среде очень кон 
ной кислоты с помошью ости Гамметта 
5 &(В/ВН*) — рКь 


о экспери 
ляется уравнением ОИ о 
симости 15 (В/ВН*) ото 
ты таутомерного равн 


Ф-спектров нейтральных форм 
кси-1-метил-1 4-дигидропирими- 


ближенный °*, ввиду 
центрированной сер- 
55 которая опреде- 
ментально опреде- 
отличался от еди- 
способом дает 


овесия ДРУГИМ 


для К: значение 1033, 
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дина, являющегося моделью таутомерной формы 

заключить, что она не является преобладающей в 
равновесии (табл. 3.7). Однако на основании УФ-спек 
ставляется возможным сделать выбор между формами | и п 
скольку спектры 1-метилцитозина, 1-метил-4-экзо-М,М-диметидамо 
нодигидропиримидона-2 (модельное соединение формы Пи ее. 


метилцитозина (модельное соединение формы П) ДОВОЛЬНО близки 
между собой. 


1 ТТ, ПОЗВоля 
Таутом 


Таблица 8.7. УФ-Спектры нейтральных форм производных цитозина5”, 58 


тах, 18 тах 
мик у 


Соединение Формула Среда 


1-Метилцитозин Г(В=Ме, В’=Н) РН 7,0 274 
230 (плечо) 
275 


1,3-Диметилцитозин П (В =В/ = Ме, РН 11,5 273 
— 225 
4-Имино-2-метокси-1-метил- | Ш (В=В”=Ме, | Этанол, | 975 (плечо) 
1,4-дигидропиримидин В’=Н) 10-2 М 246 
Маон . 
1-Метил-4-экзо-М,М-диме- Г(В=В/=Ме) РН 7,0 282 
о иНОдУиааВОниримие 219 (плечо) 
дон- 


ИК-Спектры. Растворы цитидина, дезоксицитидина и 1-(В-0- 
глюкопиранозил) -4-экзо-ММ-диметиламинодигидропиримидона-2 в 


020 имеют близкие ИК-спектры в области карбонильных колеба- 
ний (табл. 3.8) 50. 


Таблица 3.8. ИК-Спектры гликозидных производных 
цитозина в 0.050 


Е о 


Характеристические полосы, 
Соединение мк 


А са аИВ ЗИИАИИЙ 


Цитидин кет 

Дезоксицитидин 

1-(В-Р-Глюкопиранозил)-4-экзо-М, 
М-диметиламинодигидропирими- 


6,50 


Однако поскольку последнее соединение имеет я 
ную кетоструктуру, то цитидин также, по-видимому, т 
кетоструктурой. Тщательное отнесение полос в спектре т 
и его производных позволяет выделить полосы колебаний, свя: 


1У. ТАУТОМЕРИЯ ОСНОВАНИЙ НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ 


ных с аминогруппой 5' и карбон Й 
ильной группой, и а 
р. и Е кетоаминоструктуру в 
пектры Г 
о и . Кетоаминоструктура цитидина сохраняется и в 
ыы: в орителях, как это следует из изучения спектров 
Е 38: диметилсульфоксиде в области 6 = 7,5 м. д, наб 
дается характерный для арома- ай 


тической аминогруппы пик, со- (мн) 
ответствующий двум — прото- 
нам 53, тогда как пик протона 
М—Н в области 11 м. д. не на- 
блюдается. Это хорошо видно а 


при сравнении спектра ЯМР ци- 


тидина со спектрами тимидина 

или уридина (см. выше). Отсюда В вх. 
следует, что в диметилсульфок- 

сиде цитидин имеет аминострук- ОО В 
туру. Спектры основания в дез. ыы Я 7 6  9мй 
оксицитидине и цитидине совер- рис. 3.10. Спектры ЯМР растворов * 
шенно аналогичны 5°, 6, так ЧТО 1-метилцитозина (верхняя кривая) и 
таутомерная структура этих двух 1-метил-4-экзо-!5М-цитозина (нижняя 
соединений одинакова *. т в диметилсульфоксиде при 

Окончательным — Доказатель- - 
АЕ справедливости - р * Здесь и далее, если особо не 
выводов является сравнение оговорен используемый растворитель, 
ЯМР спектров 1-метилцитозина имеются а виду водные растворы 
и 1-метил-4-экзо-15 М-цитозина 62 соединений. 
(рис. 3.10). 

В спектре меченного тяжелым азотом соединения пик, ©0- 
ответствующий протонам, связанным с азотом (или азотами) ядра, 
расщепляется на два симметричных пика. Это с несомненностью 
доказывает принадлежность обоих протонов к экзоциклической 
аминогруппе, а не к двум иминогруппам — циклической и экзоци- 
клической. Таким образом, в настоящее время не вызывает сомне- 
ния, что различные производные цитозина в кристаллическом \ 
стоянии и в растворах присутствуют (практически полность 
кетоаминоформе. 

По т ряда исследований, кетоаминоструктУ Ра а. 
преобладающей также и для аналогов цитидина, 
цитидина 63 64 и 5-азацитидина 5. 

Значения рК. Степень преобладания В м 
изводных цитидина таутомерной кетоамино 


одных растворах про- 
ормы можно оценить 


иписаны разные 
а 
о- 
а. т оторых основывался этот 
па пад и ради ы спектрах Я аль цитидин В нейтраль- 
слевлене те теятельством, 
вывод, ббуслевлено тем 660 и ‚м 
ной В и протонированный дезоксицитид 
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из данных по основности моделей таутомерных форм, в Частное) 
из известных 88 констант диссоциации 4-экзо-М,М-триметилций 


и 
зина (рК. 4,20) и 1,3-диметилцитозина (рКа 9,29). Поскольку Уф. 
спектры катионных форм этих соединений свидетельствуют об ы 
| : одинаковом строении, удалось определить константу таутомерного 
ну равновесия (см. стр. 168), которая оказывается равной приблизи. 
ТЕ тельно 105. Можно сравнить константы таутомерного равновесия, 


ЛЬ 
а 


НЯ ; 
: | Таблица 3.9. Значения рК. различных метилированных производных 
цитозина и цитидина 


4 
Соединение | РКа Литература 
в | МАЛА ВОИ 4,55 67 
1195 , 1.3-Диметилцитозин,...°.. 9,4 68 
Я 9,29 66 
1,4-экзо-М,М-Триметилцитозин 4,20 66 
Шитидини ео 4,1 67 
3-Метилцитидин . Сы 8,7 68 
4-экзо-М№-М-Диметилцитидин..... 3,62 67 


‘вычисленные исходя из различных моделей. В табл. 3.9 приведены 


значения рК» метилированных производных цитидина и соответ- 
ствующих производных 1-метилцитозина. Из этих данных можно 
определить значение константы таутомерного равновесия амино- 
и иминоформ цитозина, сопоставив результаты для 1-метилцито- 
зина и 1,3-диметилцитозина (К, 10%, 9) или для 1,3-диметилцитозина 
и 1,4-экзо-М,М-триметилцитозина (Кт 105), а также константу тау- 
томерного равновесия цитидина, сопоставив данные для цитидина 
ВЕ | и 3-метилцитидина (К. 10% 8) и для 3-метилцитидина и 4-экзо-М№,№- 

Е, диметилцитидина (К»х 1051). Все полученные таким образом зна- 
чения констант равновесия близки между собой и свидетельствуют 
© сильном смещении равновесия в сторону аминоформы. 

Сопоставление значений константы таутомерного равновесия 
цитидина и уридина показывает, что в случае уридина содержание 
редкой формы примерно в 5—10 раз выше, чем в случае цитидина 
(в водных растворах при обычных условиях). Это согласуется и © 
данными квантовохимических расчетов, предсказывающими более 
и легкий таутомерный переход в случае уридина (см. стр. 165) по 
сравнению с цитидином. 

Таким образом, количество таутомерной формы И в растворе 
цитидина очень мало. Однако приводимые до сих пор доказатель- 
ства преобладания кетоаминоформы не исключают существования 
заметных количеств таутомерной формы Ш, и имеются т 
воды в пользу того, что пренебрегать этой формой нельзя °® ^* 


1У. ТАУТОМЕРИЯ ОСНОВАНИЙ НУКЛЕИНОВЫХ кислот 


Они основаны, в частности, на одинаковом фотохим : 
дении 1-метил-2-метокси-4-иминодигидропирим а 
моделью формы ПТ) и 1-метилцитозина в и. а 
нии — оба соединения подвергаются я Е 
нию — в то время как 1,3-диметилцитозин остается и 
неизменным. Наиболее к 

эффективная длина волны, при которой 
происходит указанное фотохимическое превращение Е к 
длине волны максимума адсорбции в спектре 1-метил-9-метокси- 
4-иминодигидропиримидина (—240 ммк)58. Необходимы, однако 
дополнительные данные, чтобы сделать окончательный вывод о 
вкладе таутомерной формы 11. 

Значительный интерес представляют исследования аналогов 
природных нуклеотидов, поскольку они должны помочь выявить 
факторы, влияющие на таутомерное равновесие. В этой связи не- 
обходимо остановиться на изучении таутомерного равновесия в 
случае 4-экзо-М№-окси и 4-экзо-М№-аминоцитозинов ". 


мон НМОН ОН он СНОС,» 
| | 
7 \ < св \ \ 
ее: Е 
] ==> \ 
“м \о АХ “м № ре а 
| | | | 
СН СН: СНз СН СН. 
ТУа 1Уб № УТ УП 
рКи 27 РК! 29 РК. 3,8 РК, 3,85 
ММН,» НмМН, ММН, СН.ММНЬ 
| | \ 
м ею О 
МН я М | М | 
| | ее | | Ц Е 
“м/№о “м/о \м/\№о м/о 
| | | Е 
СН СН; СН: Нз 
УШа У116б 1х А 
РКх 4,85 РКх 6,30 РК 5:0 


наковой струк- 
Соединения 1У—УП и УП-—Х дают К не 
туры, как а и т ка р 
ее различ аб 
мерным формам. При этом оказалось, У 6 ты ею 
равна примерно 10, а для перехода между и пеличением элек- 
К‚ составляет '/зо. Создается вт ^ < МН». < ОН-) 
троотрицательности заместителя У ее 
равновесие сдвигается В сторону им 


ма азота (Н- 
формы: 


174 ГЛ. 3. ЭЛЕКТРОННАЯ СТРУКТУРА И РЕАКЦИОННАЯ СПОСОБНО 
ТЬ 


Таким образом, модификация пиримидинового ядра путем вв 
дения электроотрицательных заместителей в положение 5 Рида 
(см. стр. 169) или в экзоциклическую аминогруппу цитидина м 
метно сдвигает таутомерное равновесие в сторону минорных фор, 

Влияние насыщения связи С-5— С-6 в молекуле пиримидиновых 
оснований на таутомерное равновесие. В химии и биологии нукле. 
иновых кислот важную роль играет насыщение связи С-5—(.6 
молекуле пиримидиновых оснований, что происходит, например, 
при облучении нуклеиновых кислот УФ-светом (см. гл. 12), часто 
применяемом при функциональных и особенно при генетических 
исследованиях. Сравнение характеристических полос 50 в ИК-спект. 
рах 5,6-дигидроуридина и 5,6-дигидротимидина с ИК-спектром 
3-метил-5,6-дигидроуридина в О›О дает следующую картину: 


^, мк 
5,6-Дигидроуридин ........ 5,85; 5,98 
5,6-Дигидротимидин........ 5,88; 6,00 
3-Метил-5,6-дигидроуридин..... 5,85; 602 


Из приведенных данных очевидно, что преобладание дикето- 
структуры и в этом случае сохраняется. Такой вывод подтвер- 
ждается и рентгенографическими исследованиями структуры ди- 
гидротимина 72. 

Более сложный случай представляет изучение таутомерного 
равновесия дигидроцитозина, поскольку это соединение нестабиль- 
но. Тем не менее данные по ЯМР- и УФ-спектроскопии соединений 


РКх 6,62 


ХГ-ХП приводят к заключению 73, что в водных растворах тауто- 
мерное равновесие для этих соединений сдвинуто в сторону ами- 
ноформы. Сравнение рК„ соединений ХГ и ХИ даег возможность 
оценить К„ между Ха и ХГб; она равна — 95. Сравнение этой ве 
личины с соответствующим значением К. для цитидина показы- 
вает, что в первом случае имеет место сильный сдвиг в сторону 
иминоформы. Такой вывод согласуется и с результатами квантово- 
химических расчетов 7“ значений энергии резонанса таутомерных 
форм дигидроцитозина. - 

аким образом, вся совокупность имеющихся в настоящее вре Е 
не слишком многочислейных данных приводит к предположению, 


|НИе ИКТ 
од пОДве 
руктуры д 


аутомерни 
ь нестабил 
| соединейй 
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что любое из известных на сегодня изменений в 
туре природных оснований заметно с томе 
сие (в обычных условиях) в сторону редких форм а 


р 
судить, связано ли это с односторонним характеро рудно пока 


и м имею 
результатов или же является общей закономерностью о 


общая закономерность, то она дает веский довод в пользу г 

о важной роли таутомерии в биогенезе нуклеиновых о к 
можно, что в процессе эволюции основания, способные к О 
частым переходам из одной таутомерной формы в другую, отб ы: 
сывались, так как они приводили к излишне большой он 


сти. С этой точки зрения исследование таутомерных превращений 
приобретает особый интерес. 


химической струк- 
двигает тау Ру 


Гуанозин и инозин 


При изучении таутомерного равновесия пуриновых оснований 
нуклеиновых кислот использование УФ-спектров дает лишь незна- 
чительную информацию, поскольку спектры различных закреплен- 
ных таутомерных форм мало отличаются друг от друга "5. 


Таблица 3.10. ИК-Спектры производных гуанозина и инозина 
в 0,07%, 78 


о а 


Характеристические частоты, 
Соединение мк 


Ре ЕАЕС-с ВВ ЩИ ЕаНЕие: 
| 


Гуанозин о < о: 6,00 6,34 6,37 
19-Диметилгуанин еее еее 5,98 6,28 6,46 
9-(В-Р-Рибофуранозил)-2-амино-6-метоксипурин 6,18 6,27 6,54 
Иновине С ое 5,97 -= =. 
{Бензилинозин ее ие. 5,97 — = 
9-(В-О-Рибофуранозил)-6-метоксипурин . .... 6,21 6,28 ке 


ИК-спектры. Сравнение спектров гуанозина, 1,9-диметилгуанина 
и 9- (В-О-рибофуранозил)-2-амино-6-метоксипурина в Р2О показы- 
вает близкое сходство в случае первых двух соединений и за- 
метное отличие для третьего соединения, В спектре, ще ло 
зает карбонильная полоса 66,25 мк (табл. 3,10) я и: 
картину можно наблюдать В случае инозина: И ее 
5,97 мк в спектре инозина и его [-бензильного ак о 
исчезновение при переходе к енольной ву те 
обладание кетоструктуры в случае Ио ка таллическом 
зина установлена на основании идентиф 


ндентифицирова- 
* Полоса 6,2 мк в спектре гуанозина и ры нк Я} фицир 
на как карбонильная на основании ИК-спектр 
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состоянии полос, соответствующих МН>-группе, с помощь 
дейтерирования *1. 
Данные, полученные на пуриновых нуклеозидах и нуклео 
совпадают с данными, полученными на основаниях 75. 
Спектры ЯМР. Сравнение спектров ЯМР гуанозина и 1,9-диме. 
тилгуанина (рис. 3.11) в диметилсульфоксиде приводит к выводу, 
(ен) что однопротонный сигнал в област 
з химических сдвигов 11—12 м, д. в 
спектре гуанозина соответствует про- 
тону, связанному с атомом азота 
(ну) №-1. Синглетный двухпротонный сиг: 
2 нал в области —7 м. д. соответствует 
легко обменивающимся протонам 33, #1, 
Нерасщепленность этого — сигнала 
а означает, что оба протона связаны с 
одним и тем же атомом, которым мо- 
(мн) (мн) жет быть только экзоциклический 
азот. Все это свидетельствует в пользу 
кетоаминоструктуры гуанозина в ди: 
ет метилсульфоксиде "6, 
в и К сожалению, данные по констан- 
там таутомерного равновесия для гуа- 
В р мы нозина отсутствуют, однако исходя из 
в дейтеродиметилсульфоксиде  КВантовохимических расчетов (стр. 165} 
можно полагать, что равновесие здесь 
торону енольной формы сильнее, чем 


ю Метода 


Тидах, 


должно быть смещено в с 
в случае уридина. 


Аденозин 


Аденозин может существовать в двух таутомерных: амино- или 
иминоформах. Аналогия ИК-спектров 9- (В-Р-рибофуранозил) -6- 
экзо-М,М-диметиламинопурина и аденозин-5’-фосфата (мононат- 
риевой соли) 5 в Р.О дает возможность предполагать, что в вод- 
ном растворе аденозин существует в виде аминосоединения. В кри- 
сталлическом состоянии аминоструктура аденозина сохраняется, 
как это следует из рентгеноструктурных данных :9 и ИК-спектров 
кристаллического соединения !. В спектре ЯМР аденозина и дез. 
оксиаденозина в диметилсульфоксиде наблюдается характерный 
двухпротонный сигнал аминогруппы в области 7,5 м. д. и не на- 
блюдается сигналов других протонов, способных к обмену с рас 
творителем 53, 61. Это ознацает, что и в диметилсульфоксиде адено” 
зин существует в аминоформе. Если предположить, что амино- ни 
иминоформы аденозина дают при протонировании один и тот ый 
катион, то константа таутомерного равновесия в воде может бЫТ 


В я ида 
оценена из значений рКа 6-экзо-№,М-диметиламинопуринрибозн/ 


ея 25 


У. КОНСТАНТЫ ИОНИЗАЦИИ ОСНОВАНИЙ НУКЛЕИНОВЫХ КИСло 
хк = 


(3,62 при ионной силе и=0 В 
о и = 0,5). Такая оценка о 


ладен > 
3 дает величину К. = 4. а (8,25 при 


т Таким образом, теоретически 
, е пре 

к заключению о кетоаминоструктуре и. И 
№ полностью подтверждаются эксие тии нуклеиновых кислот, 

\ : риментально. Во всех 
%. ванных случаях равновесие чрезвычайно сильно слвин: а 
и рону преобладающей таутомерной формы ие 
м 4 методами не удается обна рмы, так что оптическими 
м у, ружить редких форм соединений. 

у, 
ны“ 
ы ь \. КОНСТАНТЫ ИОНИЗАЦИИ ОСНОВАНИЙ 
а НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ 

т 
нь, 1. Общие положения 

и 

ВЯ За г 
>. Установление преобладания той или иной таутомерной формы 
к ы еще недостаточно для понимания химических свойств оснований. 
ПЧ Как правило, все реакции оснований происходят в растворах и во 
В ПО многих из них принимают участие протонированные (катионные) 
На в или депротонированные (анионные) формы оснований. В кислой 


среде основания могут протонироваться путем равновесного пре- 
констаЕ вращения: 


р вн = ВН" ы. 
= Тогда «основная» константа ионизации будет записываться 
и 5 в виде 
- Е. кю —®) (н*) @) 
ее, = ВН 
компо- 
где (В), (В+). и (ВН*) — активности соответствующих 
нентов. з 
Й етствии < 
у В щелочной среде основания теряют протон в соотв 
о- #7 авновесием: 
д : Ка в-+н* [5 
оо вн —*> В+ 
| =—— 
м ется в виде 
8 «Кислая» константа диссоциации т 
ь (в-) (н* (6) 
и к. 
ть ии называют 
.) нстанты ионизац 
си в Определенные через АТО т амизИони ея 
ат истинными или термодинамически «КоистантИА "бесконечно раз- 
мет и ризуют кислотно-основные ее тт так павываемые 
и ис бавленных растворах. "а пр которые выражаются через к 
р анты ионизации, ь присутствия других 
0" кажущиеся конст ии зависят от пр 
и аж зации изучаемого соединения и тои наиболее часто нстоль 
й то 
Ре соединений в растворе. ы В пРенциометрических в ВВ 
ря й. зуемых в химии нукленновы 
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ПСоБНост, 


трофотометрических определениях значений констант НоНИЗаци 
эмпирически найденные величины определяются Уравнениями: 


(в! (в) Л, 


в. 
(н*)[в-] _ (87) (9) н 


и 


ас 


Здесь величины в квадратных скобках соответствуют концен- 
трациям компонентов, участвующих в равновесии, в круглых — их 
активностям, а | — коэффициенты активности. 

Для определения истинных констант равновесия необходима 
экстраполяция к бесконечному разбавлению. Несколько более по- 
дробно эта проблема рассматривается на стр. 190. Константы рав- 
новесия принято характеризовать величиной 


РКа = — [8 Ка 


Одни из оснований нуклеиновых кислот обладают выражен- 
ными основными свойствами и протонируются в слабокислой среде, 
но депротонируются лишь в сильнощелочной; другие основания, 
наоборот, являются слабыми кислотами и, образуя анионы в сла- 
боосновной среде, протонируются только в сильнокислой. К первой 
группе принадлежат цитозин и аденин; относящиеся к ним значе- 
ния рКа связаны с уравнениями (3) и (4). Ко второй группе отно- 
сятся тимин и урацил, и их обычные значения рК‚ связаны с урав- 
нениями (5) и (6). Гипоксантин, ксантин и гуанин занимают про- 
межуточное положение; они протонируются при сравнительно 
высоких для этих соединений значениях рН согласно уравнению (3) 
и депротонируются согласно уравнению (5) при довольно низких 
для этих соединений величинах рН в щелочной области. В соот- 
ветствии с этим их кислотно-основные свойства описываются двумя 
величинами рКа, из которых одна связана с первым процессом, 
а другая — со вторым. 


2. Локализация присоединения и отщепления протонов 
в нуклеозидах и нуклеотидах 


Естественно ожидать, что протон должен присоединяться к тем 
атомам в молекуле, на которых сосредоточен наибольший частич- 
ный отрицательный заряд, обусловленный л-электронами, т. е. К 
атомам азота, образующим две о-связи. Эти атомы обладают, 
кроме того, неподеленной электронной парой, что, в свою очередь, 
должно облегчать протонирование. Экзоциклические атомы Ээота, 
образующие три о-связи, во-первых, как показано на рис. 3.5, несу 
частичный положительный заряд. Во-вторых, присоединение пр 


т выраже 
Ислой сре 
‚ основания, 
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тона к таким 
ыы _зеАа потребовало бы выведения из сопряжег 
‚ расположенной на р-орбитали ИРИ 
и те 3.1), т. е. дополнительных затрат энергии в 
соотве : 
Баран о с этими представлениями возможными местами 
р р (взяты в кружок) в преобладающих таутом , 
формах оснований являются М-3 в цитозине;: №-1, №-3 и М о 
нине; №-3 и М-7 в гуанине и гипоксантине и №-7 в ксантине. Т о 
относится и к производным оснований. а 


о о 
о № м“ 
=. В Тан 
- о | \ т М мн, М м МНО 
В В В \ 
В-—атом водорода или различные радикалы 


Однако на основании распределения только л-электронной плот- 
ности выбор преимущественного (из нескольких возможных) места 
протонирования сделать не удается, поскольку в процессе прини- 
мают участие несвязывающие электроны неподеленных пар. В свя- 
зи с этим Пюльман и Накаяма разработали метод расчета, в ко- 
тором учитываются неподеленные электроны 8. Такой расчет пра- 
вильно предсказывает, что присоединение протона преимуществен- 
но должно происходить по №-[ аденина и по №-7 гуанина и гипо- 
ксантина. 

При выбранном подходе не учитывается влияние на ионизацию 
основания среды, в которой происходит протонирование, а также 
влияние целого ряда эффектов, связанных © сольватацией и раз- 
личными внутримолекулярными взаимодействиями. г 

Данные рентгеноструктурного анализа подтверждают правил ы 
ность выводов о месте присоединения протонов к ке 
сталлических протонированных оснований, нуклеозидов и ну 


тидов. 
оказывают, что В 
Результаты рентгеноструктурного анализа п ее т 
катионе адениния как таковом 82, веть в сост 
фосфата 8 или аденозин-5’-фосфата прот 
азота М№-1. В случае гу 
протона к №-7 5, и, наконец, Н 
фосфата 86, 87 и 5-карбоксиметилцитоз 
тозин тл локализован при 1\-°. ох 
и выводов, сделанных с ты Е 
соображений, а также О НГО т створов соеди- 
траль: ЗЕЕ 
ждается совокупностью спек Кланы связаны, как : 
й тельные дока у 
видОК У оделей и сопоставлением их спектральн 
0, © син 


ина 


у2* 
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характеристик с аналогичными для протонированной молекул 
Основываясь на изучении УФ-спектров оснований их и 
ных, Дэккер в своем обзоре приводит ряд аргул 
щих уточнить локализацию протонов в ионизован 
Здесь лишь кратко суммируем его положения: 

1. УФ-Спектры катионных форм 7-метилгуанина и 7-метилдез. 
оксигуанозин-5/-фосфата аналогичны спектрам протонированных 
гуанина и дезоксигуанозин-5/-фосфата. Следовательно, вероятно 
протонирование по №-7 гуанина. 

Спектры 3-М-метил- и 7-М-метиладенозинов в к 


атионной 
форме несхожи со спектром протонированного аденозин 


ный ИК-спектру 1,7,9-триметилгуанина, что указывает на кето- 
структуру протонированной формы гуанозина. Спектры 7,9-ди: 
(В-оксиэтил)-гуанина и 1,7,9-триметилгуанинийнодида в катионной 


Характеристическая полоса 1215 см-!, приписываемая колеба- 
ниям С—МНь, наблюдается и в нейтральной, и в протонированной 
формах кристаллического аденозина °. То же самое относится к 
двум полосам 3100 и 3300 см-!, связанным с колебаниями амино- 
группы 5'. Это означает, по-видимому, что протон присоединяется 
по №-1, М-3 или М-7, но не к азоту экзоциклической аминогруппы. 

В спектре цитидина при протонировании сохраняется полоса 
1285 см-', наблюдаемая в нейтральной форме. Эта полоса припи- 
сывается колебаниям С—МНь, и отсутствие сдвига при протониро- 
вании означает, что МН›-группа не затрагивается. Следовательно, 
наиболее вероятным местом присоединения протона °° ЭАржется 
№-3. Этот вывод подтверждается также и характером а 
в частотах, соответствующих колебаниям С=0О, при протониров 
нии цитидина в 05О и в кристаллическом состоянии °. НЫЕ: 

Наконец, ряд доводов в пользу протонирования аденозие я 
М-Ги гуанозина по М№-7, а также доказательство протонирова 
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цитидина, по краинеи мере в неводных растворител 
данные спектров ЯМР. :. 

Величина химического сдвига протона при С-8 прото! : 
формы аденозина в 0О›О по сравнению с непрот ротонированной 
ставляет 0,2—0,3 м. д. в сторону слабых полей о ея т: 
мический сдвиг соответствующего протона в ен хи- 
нозине по сравнению с непротонированной формой В гуа- 
очень велик и составляет 0,95 м ормои нуклеозида 
может служить доводом тр .Д. в сторону слабых полей °!-33. Это 

з пользу протонирования аденозина в пи- 
римидиновом, а гуанозина в имидазольном циклах. 

Структура спектров ЯМР катионов цитозиния и 1-метилцитози- 
ния в диметилсульфоксиде?* и в трифторуксусной кислоте с не- 
сомненностью доказывает, что в протонированной молекуле протон 
присоединен по М№-3. 

Величина химического сдвига протона при С-8 катиона инозина 
по сравнению с нейтральной формой этого нуклеозида 93 возможно 
свидетельствует о том, что в данном случае протонирование про- 
текает так же, как У гуанозина, — по №-7 имидазольного цикла. 

Таким образом, в настоящее время уже не вызывает. сомнений, 
что при протонировании в основном образуются указанные выше 
формы аденина, гуанина и цитозина (или их нуклеозидов и нуклео- 
тидов). Однако совершенно не исключено, что наряду с этими фор- 
мами присутствуют, пусть в значительно меньших количествах, 
катионы с протоном, присоединенным по другим положениям мо- 
лекулы, которые не обнаруживаются в силу недостаточной чувет- 
вительности используемых в настоящее время методов. 

Доводы в пользу существования других протонированных форм 
аденина как основания, отличающихся от упомянутой выше Е 
ной формы (протонирование по №М-Г), были недавно ее 
на основании изучения спектров флуоресценции Ван 
производных аденина при рН 2. Был сделан вывод, а 2а 
случае протонирование по №-1, хотя и имеет ана 
объясняет явления флуоресценции, поскольку 1--мети нее 
3-М-метиладенинси_3,7-М\-диметиладения ыы а = 
ресценции. Высказано предположение, что в а ай 
ресценцию ответственен дважды ааа. нь менее в случае 
экзоциклической аминог Я 


о 

р -ы. ированием 
аденозина флуоресценция может быть обенОВЯ АО, р еек 
по №-1, поскольку никак 


ИЛИ 
их доказательств 
ных форм для 
существования других протонированных таутомер фор 
аденозина не имеется. 


3. Локализация зарядов в Ио 


Таким образом, можно считать до 


ю 
протонированных форм нии бодь 
ствование которых было пред: 


х, по №-3 дают 


нах оснований 


казанным, 
оль играют 
теоретически. 


что из возможных 
именно те, суще- 
Однако место 
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присоединения протона не обязательно соответствует месту локалу 
зации положительного заряда в молекуле. Поскольку Основани, 
нуклеиновых кислот являются сопряженными молекулами, то т 
ложительный заряд в них в значительной мере делокализован 
и на каком-либо атоме может оказаться сосредоточенной ббльшая 
часть заряда, чем на атоме, к которому присоединен протон, Так 
несмотря на то, что в протонированной форме аденина протон при. 
соединен по М-1, положительный заряд в значительно большей сте. 
пени локализован на экзоциклическом азоте аминогруппы 
атоме М№-9 3. 

То же относится и к локализации отрицательного заряда, обр. 
зующегося при отщеплении протона от нуклеозидов типа Уридина 
или гуанозина. На основании близкой аналогии ИК-спектров гуд- 
нозина и его О-метилпроизводного в щелочной среде 76 и исчезнове- 
ния характеристической полосы колебаний С=О-группы при высо- 
ких значениях рН 77 делается вывод о преимущественной локализа- 
ции отрицательного заряда на кислородном атоме. Этот же ВЫВОД 
можно сделать из аналогии УФ-спектров аниона 9-этилгуанина и 
2,6-диаминопурина °7. По-видимому, эти выводы справедливы так- 
же и для инозина. 

Аналогия УФ-спектров аниона уридина и его 4-экзо-О-алкиль- 
ного производного приводит к выводу о преимущественной локали- 
зации отрицательного заряда на кислородном атоме О-4 48 ®. 
С этим согласуется и близость ИК-спектра уридина в щелочной 
среде с ИК-спектром дигидропиримидона-2 99. Однако для тими- 
дина предложены различные структуры аниона — с локализацией 
отрицательного заряда на О-2 9 и на О-4 48, 98. 

В ряде работ (см., например, °°) для анионов приняты струк- 
туры с зарядами на азоте, от которого мигрировал протон, однако, 
по-видимому, экспериментально более обоснованы представления 
о локализации большей части отрицательного заряда на кислород- 
ных атомах. 

Подводя итог сказанному выше, отметим, что если вопрос 0 
преобладании той или иной таутомерной формы и локализации 
протона в протонированных формах ‚можно считать решенным, то 
вопрос о распределении электронной плотности в образующихся 
катионах и анионах пока еще недостаточно ясен. Решение его имеет 
большое значение для понимания ряда особенностей оснований ив 
том числе влияния заместителей на их кислотно-основные свойства. 


И на 


4. Влияние различных факторов ь 
на кислотно-основное равновесие оснований 


На кислотно-основные свойства оснований, так же как и ,. 
таутомерное равновесие, прежде всего влияют структурные ре 
бенности самих молекул оснований (наличие заместителей; р 


илгуанина | 
едливы так 


о-О-алкиль 
НОЙ ЛОКалЕ 


у. КОНСТАНТЫ р 
ЛОНИЗАЦИИ ОСНОВАНИМ НУКЛЕИНОВЫ 
: х кислот 
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личные внутримолекул - 
ярные взаи й 
ородных связей модействия — 
2 о. в. т = и т. д.). Кроме ОА :Ние во- 
мента (темпе ры, зависящие от условий п о, играют роль 
ратура, ионная сила и т. п.) роведения экспери- 


Структурные факторы 


Роль углеводного остатка. Наиболе 
ния заместителя на К ИСдОтНООВНОУЯне "ЕО Е Е 
т в константах ионизации оснований и их рибо- о разли- 
31 Соответствующие константы он, поннее, 
ны в табл. 3.11. Наблюдаемое уменьшение рКа при а 


/ 
Таблица 3.11. Значение рК„ оснований, дезоксирибонуклеозидов 
и рибонуклеозидов 
Определения производились спект 
. рофотометрически. я 
в растворе с ионной силой и =1!; в остальных ет 0 Дивов аа 
аа ерах , Ц ом или 0,025 М аце- 


‚оо ееник 


и 
РКа Литера- РКа Литера- РКа 
ИрВЕ ЗЕЕ ин = тура р оную т Або ыы 
‘леозида леозида 

Урацила...... 9,5 100 9,3 100 9,25 100 
Цитозина. ...... 4,46 100 4,3 100 4,1 100 
о И 9,9 48 9,8 98 9,68 101 
Гуанина..... ` = — 9,33 102 9,22 102 
Гипоксантина. ... 8,94 103 — — 8,75 103 
Ксантина.-. ... з 7,53 104 — — 5,50 104 
Аденина а ть, 4,1 102 3,8 102 36 102 


основания к дезоксирибопроизводным и далее к рибопроизводным 
может быть объяснено индуктивным эффектом (—Г) остатка са- 
хара, который, очевидно, выше В случае рибозы, чем в случае 
дезоксирибозы. С этим согласуется заметное уменьшение величины 

Г - 
рКа в случае 2’. дезокси-2’-фторцитидина по сравнению с цитиди 


й ектроотрица- 
ном, поскольк тор обладает заметно большей эл 
о Однако с этой точки зрения 


тельностью, чем гидроксильная группа изомерных 
стере 

остает изменение РКа В серии 

СЯ НООНИТНЬ - 12), углеводные остатки которых 


пентофуранозилтиминов (табл. 
—. е число гидроксильных групи и, 
тивными эффектами. 


содержат одинаково о 
и 
но, должны обладать близкими о играет образование Воло" 

ы пентозы 


можно, в этом случае какую-то КЕ 
родной связи между водороде, оон У пиримидино- 
и атомом кислорола \и ТУ пования такой связи в нуг” 

про я 
м - - в гл. 2 Разграничите лия 
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ние индуктивного эффекта и образования водородной СВЯЗИ 


основании имеющихся данных не представляется возможным, по. 


скольку для этого требуется систематическое изучение ВЛИЯНИЯ 
заместителей в углеводном остатке на величину рК.. 
Таблица 3.12. Влияние строения углеводного остатка на величину 
РК. производных оснований нуклеиновых кислот 
ый 
Соединение РКа | Литература 

1-(В-Р-Рибофуранозил)-тимин ........ 9,68 101 
1-(В-Р-Дезоксирибофуранозил)-тимин ...., 9,8 101 
1-(В-Р-Ксилофуранозил)-тимин......... 9,75 101 
1-(В-Р-Арабинофуранозил)-тимин. ....:’. 9,8 101 
1-(В-2-Ликсофуранозил)-тимин. о 101 
1-(В-Р-Рибофуранозил)-5-фторурацил . а 7,57 100 
1-(В-2- рабинофуранозил)-5-фторурацил.... 7,63 105 
1-(В-Б-Рибофуранозил)-5-фторцитозин ..... 2,26 100 
1-(В-Р-Арабинофуранозил)-5-фторцитозин к 2,33 106 
1-(В-Р-2'-Дезокси-2’-фторрибофуранозил)-цито- 

вн о ео ее А 3,9 107 


Роль заместителей в гетероциклическом ядре. Менее изучено 
влияние заместителей в различных положениях гетероциклических 
оснований; доступные данные относятся в основном к пиримиди- 
новым производным. Наиболее подробно исследовано влияние -за- 
местителей в положении 5 пиримидинового цикла. В табл. 313 
приведены значения рК» некоторых 5-замещенных производных 
пиримидиновых нуклеозидов. 


Таблица 3.13. Влияние различных заместителей в положении 
5 пиримидинового ядра на величину РК нуклеозидов 


Нуклеозид тура Нуклеозид тура 


г 


Литера- | „Литера- 


ИТИДИН- ое | 100 5-Фтор-2’-дезоксици- 
т. я: 2,28 108 Пе кз: | 79139 100 
5-Фторцитидин ....| 2,26 100 Уридин......| 9,5 100 
2’-Дезоксицитидин. ..| 4,3 100 Риботимидин ...| 9.68 101 
5-Метил-2’- дезоксицити- 5-Фторуридин ...| 7,57 100 

ШИНЕ медь И АЛЕ) 100 


Легко видеть, что электронодонорные заместители несколько уве- 
личивают значение рКа, тогда как электроноакцепторные умень- 
шают основность соединений. Подобного эффекта следовало ожи- 
дать, если принять во внимание возможность делокализации за- 
ряда в ионизованных основаниях, 


\ к о аонииисниусниИ Е У хх 
. 


1ее изу 
Илии 
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В отличие от этого электронодонорные . 

при введении их в экзоциклические амин 
и 

и РКа, причем диалкильные производные имеют 

м - соя кое значение рК., чем моноалкильные п = 

ные, ка легко видеть из данных, приведенных в т 


алкильные заместители 
огруппы цитидина вызы- 


роизвод- 

абл. 3.14. 
Та 

Таблица 3.14. Зависимости РК, производных цитозина от заместителей 

в экзоциклической аминогруппе!00 

Измерения проводились в 0,025 М ацетатном буфере 


Соединение ок’ 
Питон И чьи аб ое, ре 4,61 
А-окЗо ММО ВИН о бе еее 455 
ВОВ а | 2'90 
5-Фтор-4-экзо-М-метилцитозин. , еее еее" 2,66 
ИН о о о А ды 4,1 
4-экзо-М-Метилцитидин еее еее 3,92 
4-экзо-М, №-Диметилцитидин „еее еее 3,62 
Б-Фторцитидин „еее Е о 2,26 
5-Фтор-4-экзо-М-метилцитидин. ,.... и И 2,05 
И а 4,3 
4-экзо-М-Метилдезоксицитидин , ет * 4,01 
4-экзо-М, М-Диметил-2’-дезоксицитидин . ... я 3,79 
5-Фтор-/-дезоксицитидин ее" * Е 
5-Фтор-4-экзо-М№-метил-2’- дезоксицитидин , + ее‘ ны 
5-Фтор-4-экзо-М№-диметил-2’-дезоксицитидин ... 455 
1-Метилцитозин $ еее" 447 
1,4-экзо-М-Диметилцитозин т" °* 420 
1,4-экзо-М№, М-Триметилцитозин . +...’ 440 
5-Метил-2’-дезоксицитидин . + *"“°" 404 
4-экзо-М,5-Диметил-2/-дезоксицитидин ее 3'83 
4-экзо-М-(В-Фенилэтил)-5-метил-2’-дезоксицитидин : 


‹ Алкиль- 
Подобный эффект можно объяснить пы ее соль- 
ный заместитель может, во-первых, затруднить сор 


ельного 
й локализации положит 
ватной оболочки вокруг центров аки вы тн" 


заряда в протонированной молекуле =. СтоРЫ водородных свя- 
ность протонированной молекулы К 9 лик  атозина 
зей с растворителем. Например, для пр 


Н Н и в Г 
| Н 
| Н мес 
Е: не Ан 
Вы 
Хе) | 
В | к 
$ В 
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По-видимому, оба эти эффекта играют существенную 
в стабилизации или дестабилизации катиона. Роль 


и 
Ниже приведены значения РКа ряда производных ЦИТОЗИН 
с алкильным заместителем в экзоциклической аминогруппе ь 


0,025 М ацетатном буфере) 10°; р 


РК’ 
а... ша 
4-экзо-М-Метилцитозин .. РО НЯ 5; 4,55 
4-экзо-М-Этилцитозин..., В И. о 4.58 
4-экзо-М-(н-Бутил)-цитозин ..., и ег 4,69 
5-Фтор-2’-дезоксицитидин о. ..... 939 
5-Фтор-4-экзо-М-метил-2’-дезоксицитидин . Ее. ... 24 
5-Фтор-4-экзо-М-этил-2’-дезоксицитидин о. 29] 
5-Фтор-4-экзо-М-(н-пропил)-’-дезоксицитидин . и. 919 
5-Фтор-4-экзо-М-(н-бутил)-2’-дезоксицитидин ..‘°° >09] 


Некоторое возрастание рК». при увеличении длины алкиль- 
ного заместителя — явление, трудно поддающееся объяснению. 
Возможно, что здесь играет роль индуктивный эффект алкильного 
радикала (+/-), который нарастает при удлинении алкильной 
цепи. 

Обращает на себя внимание большая разность в величинах 
РК» при переходе от 5-метил-2/-дезоксицитидина к 4-экзо-М,5-ди- 
метил-2’-дезоксицитидину, а именно 0,36 единицы рК. Возможно, 
что в данном случае, наряду со стерическими препятствиями соль- 
ватации и с уменьшением числа водородных связей с раствори- 
телем, имеет место стерическое взаимодействие 5-метильной и 
4-экзо-М-метильной групп. В результате такого взаимодействия 
аминогруппа выводится из плоскости цикла, что, в свою очередь, 
приводит к нарушению сопряжения. Поскольку аминогруппа яв- 
ляется '03 заместителем типа (+М-— /-)*, то нарушение сопряже- 
ния должно приводить к уменьшению величины мезомерного эф- 
фекта +М-, тогда как индуктивный эффект (—/-) остается не- 
изменным. Это увеличивает электроноакцепторные свойства 
аминогруппы и уменьшает рК» за счет относительной дестабили- 
зации протонированной формы. Аналогичный эффект наблюдается 
и в случае производных аденина !19, 111; 


6-экзо-М-Метиладенин- 
6-экзо-№, №М-Диметиладенин 
Аденозин ` 
6-экзо-М№-(В-Оксиэтил)-аденозин 


* Заместителями типа (+М-, —Г-) являются электроотрицательные заме- 


стители, такие, как азот, кислород, галоиды, отдающие в сопряженную ое 
два п-электрона (см. стр. 147). Такие заместители оттягивают на себя т 
ны по системе в-связей (—/-эффект), но являются донорами электроно 
системе л-связей (--М-эффект). 


У. КОНСТАНТЫ ИОНИЗАЦИИ ОСНОВАНИЙ НУКЛЕИНОВЫХ кислот 


, м. 
| \ Таким образом, очевидно, что введение зам 
| ные положения нуклеиновых оснований И в различ- 
и лотно-основные свойства. Систематическое из ` ве 
же й местителей на величину рК. могло бы ес НемОВЕН т 
! для понимания химических особенностей и и. 
4 различных гетероциклических оснований АИ роли 
4% том числе редких компонентов. ислот, в 
45 С этой точки зрения интересно 
489 выяснить, существует ли корре- въ 
ы ляция в действии одного и того 3 
5 же заместителя на различные ос- 8 
И] нования, т. е. соблюдается ли в в? 
221 данном случае известное в тео- 3 
ретической органической химии $ 
Ы ал правило линейной р АВИСИМоСтИ Зв 
Сени, свободных энергий !1?—1\4 (для ге- & 
тероциклических соединений, см. `з 
МКИЛН — обзор Жаффе!5). Оказывается, “у 
алкильно что наблюдается довольно хоро- 2 9 ь 


й . итоэина 
шая линейная зависимость меж- РК; производных цитози 


величина йа 
ду РК. производных урацила И 5. 312 Корреляция значений рК/ 


им рКа И ЦИзОЗИНа производных урацила и цитозина 
ЗозмОжНо, (рис. 3.12, табл. 3.15). Это озна- (обозначение точек-—см. индексы 
ями Сол" чает, что в случае оснований ну- в табл. 3.15). 
раствор" клеиновых кислот вполне приме- а 
льной 1 нимы такие корреляции и можно думать, что их а р 
ействий окажется полезным при изучении механизмов химических и, 
И ерель можно, ферментативных превращении нуклеиновых, кислот. т 
и ЯВ* Из общей линейной зависимости выпадают ОЕ 
у же 5-метильным заместителем. Можно полагать, чт а 
сопр $ следствие пространственных препятствий ео на 
оного не этом в случае цитозиновых производных р ве 
дется 188 бильность катиона, и, следовательно, в СОА а 
СО ниями (3) и (4) уменьшается значение ЕН а 
‚ста етбЯ уменьшение стабильности аниона должно при в ©, что пол- 
дода значения РК. в соответствии © нии те 1. 
картиной (см. Р 


ностью согласуется с а еотидах Заметное влияние на 
Роль фосфатных групп в н : 


группы в нуклео- 
величину рКа основания оказывают ан некоторых 
тидах. В табл. 3.16 приведены значения р^а 


1 
нуклеозидов и нуклеотидов . Ка в РЯДУ: 
Причиной наблюдаемого возрастания Ра р 
фат < нуклеозид-2”- и 


Я -2' 3’-циклофос 
3 нуклеозид < нуклеозид-^, к 
3 ий с -3’-фосфаты = нуклеозид-5 фосфат 
и | 
И 
бр 
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является, очевидно, взаимодействие ионизованного осно 


1 к вания 
фосфатной группой нуклеотида. с 


Таблица 3.15. Корреляция РК ряда производных урацила и цитозина 


Определения производились спектрофотометрическим методом в 0,025 М ацетатном б 
для производных цитозина и в 0,1 М глициновом буфере для производных урацила м буфеь 


Индекс 7 й 
обозначе- РКа Литера- РК 


а 
ния на Заместитель в основании для ряда тура а ада 


рис. 3.12 урацила цитозина 
О ИИ ИИ 


а — 9,5 100 4,45 

б 1-Метил- 9,75 98 4,55 
в 1-(В-Р-2’- Дезоксирибофура- 9,3 100 4,3 

нозил)- 

1-(В-Р-Рибофуранозил)- 9,25 100 

1-(В-О-Рибофуранозил)-5-ме- 9,68 116 

тил 


1-(В-Р-2’-Дезоксирибофурано- 9,8 98 
зил)-5-метил- 
1-(8В-Р-Рибофуранозил)-5- 7,57 100 
-фтор- 
1-(В-2-2’-Дезоксирибофурано- 100 
зил)-5-фтор- 
В раояоФуранозна- 105 


фтор- 
1-(Пиранозил)-* 98 98 
1-(Пиранозил)-5-метил-* 98 4,1 98 
1-(В-0-2/-Дезокси-2’-фторри- 117 3,9 107 
бофуранозил)- 


* Использовались следующие пиранозильные производные: 1-(В-О-глюкопиранозил)-, !-- 
Р-галактопиранозил)-,1-(8-Р-арабинопиранозил)- и 1-8-Р-кеилопиранозил)-, для которых зна 


га 
чения РКа одинаковы. 


Исходя из конформационных форм рибозы и дезоксирибозы 
(см. гл. 2), можно заключить, что возможность такого взаимодей- 
ствия особенно велика в случае нуклеозид-5’-фосфатов, фосфат- 
ные группы которых могут находиться в пространственной бли- 
зости к циклу основания. Значительно менее тесного контакта с 
основанием следует ожидать для 2- и 3/-фосфатных групп, кото- 
рые находятся в транс-положении по отношению к основанию *. 
В случае производных цитозина, где при ионизации ядра обра- 
зуются цвиттерионы, стабильность последних, таким образом, 
должна быть выше в случае 5’-фосфатов, что, очевидно, приводит 


/ 
к большему увеличению рКа_ по сравнению с нуклеозидом, чем 
в случае 2”- и 3’-фосфатов. При диссоциации производных Ура" 


9’. 

» Большая степень взаимодействия 5’-фосфатных групп по сравнению И 

и 3/-фосфатными группами проявляется, В частности, во влиянии на вели то 
химического сдвига протонов в спектрах ЯМР соответствующих нуклеотид 


92, 118 
сравнению с нуклеозидами (см., например, № 
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цила взаимодей 

в о о, заряда ионизованного о 
водить К Уменьшению а. фосфатной группы должно — 
СЕ рав абильности ионизованной форм ИЕ 
к’ равновесия в сторону нейтральной ВЫ р 
рК. должно увеличиваться и в этом случае ормы, т. е. 
экспериментальными данными (см. табл 3.16) что согласуется с 


Таблица 3.16. Влияние ф 

„10. осфатной группы 

на константу ионизации СБоваНИЫИ нукиеотиде 

Определения производились 

ионной силе спектрофотометрическим методом при 20°С и нулевой 


Ка 
Производны! 
к рибонук- | 2/-фос- 3/-фос- 27 (3/)- 2/, З/-цик- 
леозида фата фата ат & те а а 
а 
Цитозина. ..... 4,17 — — 4,43 4,54 4,12 
Г 3,52 3,81 3,70 = 3,88 = 
Урацила ,.....: 9,38 = = 9,96 , 
т , 10,06 9,47 
мина и 5 9,98 = = == 10,47 = 
Гуанина ...... 9,42 * 9,87 9,84 — 10,00 — 
Гипоксантина. ..- 9,02 г 28 = 9,62 = 


* рКа дезоксигуанозина 9,52; РКа дезоксигуанозин--5/-фосфата 10,00. 


в нуклеотидах. В мононуклеотидах 


Ионизация фосфатных групп 
) остатки фосфорной кислоты об- 
ислот и в соответствии с этим 


(за исключением циклофосфатов 

ладают свойствами двухосновных К 

имеют две константы ионизации. При этом первая константа ио- 
низации рКа имеет значение „1, тогда как вторая лежит в рай- 
оне рКа 6—7. Циклофосфаты представляют собой одноосновные 
кислоты с рКа ^- 1. Природа основания оказывает незначительное 
влияние на величину вторичной константы ионизации фосфатных 
групп в нуклеозидфосфатах (табл. 3.17). 


вторичной ионизации 


Таблица 3.17. Значения РК. 
в122 


нуклеозид-5’-моно-, -ди- И -трифосфато 
25°С с учетом поправки на ионную силу, 


Определения проводились при 
тической поправки - 
РКа 


но без учета статис- 


РКа 
Е Е Производ- 
а - ное 5/-моно- 5/-ди- 5/-три- 
водное Бу-моло- а а фосфат фосфат фос г 
7,65 
Алденовина 6,57 7,20 г Пти 6,62 7.8 
уанозина | 6,66 7,19 й н а 9 
нозина 6,66 7.18 768 |Уридииа 6,63 
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Дигидропиримидины. При насыщении двойной СВЯЗИ В ПИ 
диновом ядре наблюдается резкое увеличение (табл. 3.18 м 


з у ) соот. 

ветствующих значений рКа, что в случае производных ЦИТоЗ ы 

связано, возможно, с увеличением вклада других таутомерньй 

х 
Таблица 3.18. Значения РК, дигидропиримидиновых производных 


ОИ 


Литера- 


Соединение тура Соединение 


1-Метилурацил › 119 ПитиДин т; , 
1-Метил-5,6-ди- 5,6-Дигидроцитидин 
гидроурацил. . 119 1-Метил-5,6-дигид- 
Цитозин. ,..о 100 роцитозин.... 
5,6-Дигидроцито- 6-Окси-5,6-дигидро- 
ео 119 цитидин о... 


форм в таутомерное равновесие, тогда как в случае производных 
урацила основную роль, по-видимому, играют условия делокали- 
зации отрицательного заряда в анионе, более благоприятные в 
урациле, чем в дигидроурациле. 


Внешние факторы 


Влияние ионной силы среды. Если в уравнения (4) и (6) (см. 
стр. 177) подставить выражения для коэффициентов активности, 
определяемые в соответствии с законом Дебая — Хюккеля (см. 
например,123, 1%), то связь между кажущейся и термодинамической 
константами равновесия определится следующим уравнением: 


0,5 У (2т — 1) ) 
1+5Ив 


где и— ионная сила раствора; /1— заряд сопряженной кислоты; 
р — константа, зависящая, в частности, от эффективного радиуса 
иона в растворе. _ 

Исходя из соотношения (9), следует ожидать, что при увели- 
чении ионной силы среды соединения, диссоциирующие по урав- 
нению (5) (стр. 177) и не обладающие в недиссоциированном виде 
зарядами — уридин, инозин, гуанозин — в щелочной области (но 
неих нуклеотиды), — будут уменьшать наблюдаемое значение рКа 
В то же время при диссоциации в кислой области цитидин, т 
нозин, инозин, аденозин (но не их нуклеотиды), сопряжедаы 
кислоты которых обладают зарядом т, равным +1 [уравнение (5), 
стр. 177], при увеличении ионной силы должны увеличивать 2 
чения РК». В первом приближении уравнением (9) Уожна т 
пользоваться для оценки эффекта ионной силы среды на нук’ 


РК/=РрКО+ 


\. КОНСТАНТЫ ИОНИЗАЦИИ ОСНОВАНИИ НУКЛЕИНОВЫХ кислот 


ей суммарный заряд молекулы 
лоты "”. Исходя из подобных соображений, можно составить таб- 


лицу, качественно прогнозирующую из 
Е менение зна й ь 
увеличением ионной силы среды (табл. 3.19) 102 ачений рКа с 


сопряженной кис- 


Таблица 3.19. Предсказываемые уравнением 
при увеличении ионной силы 


НИЕ ВЕСНЫ Ч ОНИ 


у 
(9) изменения рК” 


= Изменения 
ласть рН, Суммарный | РК, при увели- 
в кото а 
Соединение аль За КН ВЕ КОННОЕ 
РКа кислоты м 
АРК 
а 
Аденин, аденозин....... тт 2,0—7,0 +1 >0 
Читозян, ИТИДИН 1-е 2.0—7,0 +1 >0 
Фосфаты цитидина и гуанозина 2,0—7,0 0 <0 
ранит Уридин ох . 7,0—12,0 0 <0 
Ими ТимиДиН А ее. 7,0— 12,0 0 <0 
ИН ре 7,0— 12,0 0 <0 
Уридин-2”, 3’-циклофосфат..... 7,0— 12,0 —1 <0 
Уридин-, гуанозин- и инозинфосфаты 7,0— 12,0 —2 <0 


Проведенные эксперименты полностью подтверждают эти вы- 
воды (табл. 3.20). , 

Следует отметить, что при повышении ионной силы среды 
константы ионизации нуклеотидов приближаются к константам 
ионизации нуклеозидов вследствие экранирования фосфатной груп- 
пы. При достаточно малых значениях ионной силы, когда в урав- 


нении (9) выражение 6 Уи < 1, получаем: 
рК/ = РКО -+05 Ув (2т — 1) (10) 


ачениях ион- 
Уравнение (10) показывает, что при невысоких зн а 
ной силы можно получить линейные зависимости РКа от Ув ы 


Е. сре- 
При р ОА связанных с изменением ионной силы ср 


и заряда 
ды, следует также учитывать влияние О аелеии >. 
катиона и аниона. Здесь можно отметить следу 


ети 102; еньшают коэф- 
1. Двухвалентные ионы более д чем ‘однова- 
фициент активности оснований нуклеинов 
ают ионы 
О Бо сильное влияние на величину о мы по сте. 
имеющие меньший ионный радиус; одновал 
пени влияния располагаются в ряд: я 
ПРЕ К > © 
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Таблица 3.20. Экспериментально определенные значения РК, для основ 
нуклеозидов и нуклеотидов, полученные при разной ионной силе!02 
Определения производились спектрофотометрическим методом 20°С 


аний, 


и 


РК. 


Соединение 
при и =0 при и=1 


Цитозин 4,78 
Цитидин 4,19 
Цитидин-3’ (2’)-фосфат 4,32 
Цитидин-5’-фосфат 4,43 
Цитидин-2”, 3’-циклофосфа 
Аденин .. а 
Аденозин .. 
Аденозин-2’-фосфат . 
Аденозин-3’-фосфат 
Аденозин-5’-фосфат 
2'-Дезоксиадено зин 
2'-Дезоксиаденозин-5’-фосфат 
Урацил 

Уридин . к —0,27 
Уридин-3’ (2”)-фосфат —0,84 
Уридин-5'-фосфат .. — 0,32 
2'-Дезоксиуридин — 0,28 
Тимин.. — 0,26 
ое — 0,32 
Тимидин —0,28 
Уридин-2', 3’-циклофосфат — 0,52 
Гуанозин —0,20 
Гуанозин-2’-фосфат — 0,67 
Гуанозин-3’-фосфат . у а В — 0,65 
Гуанозин-5’-фосфат — 0,67 
2’-Дезоксигуанозин а — 0,19 
2/- Дезоксигуанозин-5’-фосфат ... — 0,67 
о ее 9,02 . —0,21 
Инозин-5’-фосфат ... —0,70 


Влияние температуры. Одним из важнейших факторов, оказы- 
вающих влияние на константу равновесия вообще и, естественно, 
на константу кислотно-основного равновесия в частности, является 
температура. В табл. 3.21 показано изменение рК. для цитиди- 
на 16 и уридин-5’-фосфата 12° в кислой и щелочной средах при 
различной температуре. В обоих случаях наблюдается заметное 
уменьшение рКа с повышением температуры. Это изменение кон- 
станты ионизации описывается уравнением 

ВИРА 2 ПАНА 
ок, зу г 38 (7 ®) и 
где ДР, АН и Л$ — свободная энергия, энтальпия и энтропия а 
акции ионизации; Т — абсолютная температура; В-универсаль 
ная газовая постоянная, 


У. КОНСТАНТЫ ИОНИЗ 
— А 
ЦИИ ОСНОВАНИЙ НУКЛЕИНОВЫХ 
: Хх кислот 
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Таблица 3.21. Изм 
.21. енение рК” 
ше, ве цитидина и уридин-5’-фосфата 
иометрически п вы й 
ри ионной силе Ве 
ле и =0,2 


а Темпера- а 
тура, Те» е 
а . цитидина 126 уридин-5/- тура — 
фосфата 125 те ь 
З цитидина 126 а 
Ни = 2 9,34 —- 
Ни 30 4,22 918 ы ух 
к , 50 , 9,01 
и 4,06 8.85 
м В табл. 3.22 о 
о ‚ 3.22 приведены оп 
ределен 
+08 чения ЛЕ, АН и А5 для некоторых ве мы 
т АВЕ снований, нуклеозидов и ну- 
а ,(0 
-08 Таблица 3.22. Термодинамические 
п 
_ нуклеозидов и нуклеотидов 125, 127, а ани 
к Значения рК„ определялис 
е- ски при р=0 и 20° С ь спектрофотометрически при № =0/ и 25° С или потенциометриче 
—0,4 
*_ Диссоциация в кислой среде Диссоциация в щелочной среде 
03 Соединение АЕ АН 4$ 
—0,% РКа ккал | ккал кал К =. эх = 
тя и. — р. а ккал ккал кал 
68 ь | моль-град моль | моль моль-град 
"у. 
— 0,52 Аденин 
2 т 5,6 ее 4,7 9,7 | 13,2 9,5 —12,4 
0.67 Аденозин 36 |- 48 | 38 4 = 
—065 д Е И а 
я 067 Ре 3,8 — 3,87. — т га Е = 
0,19 тозин 45 | 6,1 | 5,0 —3,7 118 | 161 | И Е 
067 ее се ыы 
= п Цитидин 4,2 57 44 —5,0 сы о 3 
200 Е ры а ет Е - 
—\ ИН - о, 
г 5 5 В - 94| 12,8 | 101 —9,1 
З уанозин т 2,2 то —4,0 9,2 | 12,6 8,6 13,0 
ров, о о о! е т ааа : 
В . игуанозин- | 2,9 — а т ЕЕ Е 5 
сес ето | 5'-фосфат ее 
и ЯВ зд к — — = $ 38 | 120 | 75 ны 
То шИи — Уридин Е ара 
ЯМ Уридин ее Е 95 | 130 | 89| 1 
м Я оиНеР ее" = 94| 126 | 65 —19 
98 о" 
Я е* 
ое" Воздействие растворителя и концентрационный эффект. В на- 
[0 стоящее время уже установлено, что пуриновые основания, их 
клеозиды и нуклеотиды образуют в а и 
и трация которых в соответствии ты законом действующих масс ра- 
ий стет с увеличением концентрации компонентов (см. гл. 4). и 
Й 
г 13 Зак. 614 
`@ 
г оч 
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ожидать, что с увеличением концентрации компонентов в 
будут меняться их константы диссоциации. Действительн , 
чае гуанозина такая зависимость была обнаружена! 


г, твор 
1}. 


как видно из рис. 3.13, с увеличением концентрации нук 


значение его РК» уменьшается. Это может служить объя 
различных значений получаемых при определении РК’ 


6 
62-103 мольл 


Рис. 3.13. Зависимость РК! гуано- 
зина от его концентрации в рас- 
творе 131; 


жирными точками показаны результаты 
спектрофотометрических определений, кру- 


снен 
спект 
фотометрически (когда конце 
рация соединения колеблется 
интервале 10“—10-5 моль/л) иду 
потенциометрическим методом 
(при котором используются зна- 
чительно более высокие концен. 
рации веществ, что может при. 
водить к ассоциации). Там, где 
это возможно, предпочтительны 
кажется применение спектрофо- 
тометрического метода *. 

Очень важным — фактором, 
влияющим на величину констан- 
ты кислотно-основного равнове- 
сия, является природа раствори- 
теля. Выше мы уже рассматри- 


вали влияние ионной силы на 
равновесия, следует, кроме того, 
указать, что растворенные веще- 
ства и неионного характера также могут приводить к изменению 
константы равновесия. Механизм этого влияния может быть либо 
неспецифическим, как, например, изменение степени сольватации, 
разное для различных форм, участвующих в равновесии, либо спе- 
цифическим, включающим образование химических связей между 
молекулами растворенного вещества и растворителя. Сооб- 


жочками — данные потенциометрических 
определений; 25° С, д =0,1. 


* Следует отметить, что при определении термодинамических констант 
ионизации гуанозина так же, как и в значении его РК», наблюдается несоот- 
ветствие данных разных авторов. Так, Б. И. Сухоруков 127 приводит для гуано- 
зина РК” 1,6 [спектральный метод определения, значения свободной энергии, тел“ 
лоты и энтропии ионизации, равные 2,2 ккал/моль, 1 ккал/моль и 4 кал/ (моль* 
.град) соответственно]. Такая же величина РК” гуанозина дана в обзорах 1%, 
и найдена с помощью потенциометрического метода 130. В то же время в ряде 
работ (см., например, !31) РК» гуанозина спектрофотометрически было найдено 


равным 2,2. В соответствии с этим величины свободной энергии, т 
энтропии ионизации равны 2,62 ккал/моль, 2,22 ккал/моль и 2,5 алое ор: 
соответственно. Бунвилл и Швальб объясняют отличие своих данных О 
зультатов, полученных потенциометрически !30, концентрационными м 
Разница между результатами, получаемыми одним и тем же методом раз 
авторами, совершенно необъяснима. 


И |. 
в так ы 
ние спектрофо 
Тода *. 
им фактор, 
тичину конста 
вного равно 
рода раствор 
же рассматр" 
ННОй СИЛЫ # 
от, кроме тот 
оренные еще 


м 
4 Оба т 
И 
‹ | 
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щается 133, что в 48%-ном раст : 
воре сахарозы рКа г й 
Е а аниловой кис- 
лоты несколько понижено; это, по-видимому, ле отнести и 
счет неспецифических эффектов. Однако в 8 М растворе мочевины 


величина К’ значительн 

творами) я всех а ро 
: уклеотидов. Различие в 
величине рКа составляет в кислой области для цитидиловой кис- 
лоты 0,47 единицы и для адениловой кислоты 0,5 единицы; в ще- 
лочной области для гуаниловой кислоты 0,58 единицы и для ури- 
диловой кислоты 0,53 единицы 3. Величина сдвига линейно воз- 
растает с увеличением концентрации мочевины: в УФ-спектрах 
появляются заметные изменения, что может быть вызвано обра- 

зованием водородных связей между основаниями и мочевиной. 
От способности оснований, нуклеозидов и нуклеотидов к иони- 
зации зависят многочисленные физические и химические свойства 
этих соединений, в частности их реакционная способность, а так- 
же такие важные показатели, как спектральные, хроматографи- 
ческие или электрофоретические характеристики. Во всех этих 
случаях обычно бывает необходимо знать относительное содержа- 
ние ионизованной формы в растворе соединения, которое при каж- 
дом данном значении рН может быть определено по формулам: 


с. - ; ионизация по уравнению (3) 
о НРК. 
О. 
Е . ; ионизация по уравнению (5) 
Со рКа-Р 
1+1 - 


где С; — концентрация ионизованной формы; С, — общая концен- 
трация исследуемого вещества. 


Отношение С;/Сь иногда называ 


и широко используют для предварительной оценки инет 
„ подвижности вещества. сте- 


фической или электрофоретической 

ственно, что и при ионообменной хроматографии т 
ного разделения раз } 

форезе для максималь р И - 


обходимо использовать такие значения РН, при о 
зарядов на молекулах максимально. Знание значений РКа 


ора 
виях эксперимента может существенно облегчить задачу подбор 
оптимальных условий разделения. 


ют величиной заряда молекулы 


СЫ РЕАКЦИОННОЙ спосоБНОСТИ 


\1. ОБЩИЕ ВОПРО 
ОСНОВАНИЙ НУКЛЕИНОВЫХ кислот 
ерии и кКиС- 

Данные об электронных характеристика”, ть Ре 
лотно-основных свойствах позволяют >> а ь Е кшионной нь 
торые наиболее общие положения, но ОЖИДАТЬ, 


й кислот. 
собностью оснований нуклеиновых 


13* 
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= ВНОС 
: в 
что различные таутомерные формы должны обладать 


азной 

акционной способностью. Однако, к сожалению, эксперинени р 
очень трудно определить, какая из форм в действительности е: 
нимает участие в исследуемой реакции, поскольку Равновесие к 
жду таутомерными формами устанавливается очень быстро, Вы. 
вх личной реакционной способностью должны обладать также 

| нейтральные и ионная формы оснований: в данном случае Экспери. 
1 ментально значительно легче сделать заключение о том, какая из 
а них принимает участие в реакции. Следует ожидать, что катион. 
. ные и нейтральные (но не анионные) формы о 


снований наиболее 
легко должны реагировать с нуклеофильными агентами, в. 
анионные и нейтральные формы (но не с ых - 
фильными. 


3 таутомерных форм при. 
› И в дальнейшем изложе- 


› Это вовсе не обязательно. Такое предположе. 
ние (06 участии одной главно 


оправдывается, поскольк 
основе, соглас 
П 


‚ связанных с дан- 
и аналогами, используя 
ершенно других классов 
ованием корреляционных уравнений 
йших аналогов данного соединения 
для предсказания какого-то интересующего экспериментатора свой- 
ства. Однако аналоги оснований, нуклеозидов и нуклеотидов до- 
вольно трудно доступны, и этот метод, очень широко распростра 


Которой степени 
Ъделанные на #0 
ЫМИ, 

способности м 
ваний, Допуски» 


: = . 
\1. ОБЩИЕ ВОПРОСЫ РЕАКЦИОННОЙ СПОСОБНОСТИ ОСНОВАНИЙ 
: СНОВАНИЙ к 


ненный в органической химии, получил относител 
менение в химии нуклеиновых оснований. Р ыы 
занных подхода. р 


но малое при- 
ассмотрим оба ука- 


1. Использование квантовохимических расчетов 


о реакций оснований нуклеиновых кислот проте- 
о о ара Е структуры, и поэтому часто 
ее спобына: молекул р: достаточно рассматривать толь- 

: ул, которые определяются распределением 
в них л-электронов. Больше того, такое приближение оказывается 
зачастую достаточным даже в тех случаях, когда происходит раз- 
рыв о-связей. Поэтому в дальнейшем мы рассматриваем проблему 
реакционной способности в основном только с точки зрения 
свойств ее л-электронных орбиталей. 

Существуют два подхода при предсказании химических свойств 
молекулы '3—13, первый из которых рассматривает характеристики 
изолированной молекулы, второй — учитывает изменения, проис- 
ходящие в молекуле при взаимодействии с реагентом. Первый 
подход известен под названием «приближение изолированной мо- 
лекулы», второй — под названием «приближение реагирующей мо- 
лекулы». 

Метод «приближения изолированной молекулы». В начале этой 
главы был рассмотрен ряд квантовохимических характеристик 
оснований нуклеиновых кислот: электронные плотности на ато- 
мах, порядки связей, энергии заполненных и свободных электрон- 
ных уровней. Все эти характеристики могут быть использованы 
для предсказания реакционной способности молекулы, причем наи- 
более обычным для органической Химии является использование 
электронных плотностей на атомах как меры их реактивности. 
Считается, что при реакциях с электрофильными реагентами наи- 
более реакционноспособным является атом с наибольшей элек- 


у 
тронной плотностью, тогда как при реакциях с нуклеофильными 
й точки зрения данные расче- 


реагентами — с наименьшей. С это! Не ыы 
тов, представленные на молекулярных диаграммах } р. 
что атаке нуклеофильными реаге 


155), предсказывают, ' 
В Ва должны подвергаться атомы С-2, р о ре 
щие частичный положительный заряд, В В Е на 
атомы С: СОВР Электрофильно а 
подвергаться атомы С-5 в пиримидинах, мы Вы 
нильных групп и атомы азота пиридин 


тель Как будет показано 
а ются эксперименталь- 


несущие частич В 
НИЖЕ: У ВЫ в о аще приближение оправ- 
таким образом, пр редсказания реакционной 


ными данными и, 
дывает себя в смые 
способности атомов ос 


оп 
ле качественног ; 
нований нуклеиновых кислот. 
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Другая характеристика реакционной т рн 
связи. Принято считать, что чем больше порядок связи, тем ее. 
должно происходить электрофильное присоединение к Этой вяз 
Из молекулярных диаграмм (см. стр. 151 сл.) следует, что в пирими 
динах двойная связь С-5—С-6 имеет значительно более Высокий 
порядок, чем связь С-4—С-5 в пуринах. Тогда в первом случае 


МН» (о) Ге) 


0,178 НС 0,255 0,256 


0,351 М 0,496 МН 0,500 МН 
0,497 0,203 0,536 0,245 0,513 0,250 


й о р о о 
Н Н Н 


Цитозин ТИМИН ‘урацил 


0,148 


0,183 


аденин гуанин 


Рис. 3.14. Индексы свободной валентности атомов углерода оснований 
нуклеиновых кислот. 


реакции присоединения должны протекать значительно легче — 
вывод, согласующийся с экспериментом (хотя, возможно, опреде- 
ленную роль здесь играют также и другие факторы). 
Реакционную способность молекул в радикальных реакциях 
принято характеризовать индексом свободной валентности. Рас- 
четные индексы свободной валентности углеродных атомов осно- 
ваний нуклеиновых кислот приведены на рис. 3.14. Общий вывод, 
даваемый всеми методами расчета, заключается в следующем: в 
ширимидиновых основаниях наиболее реакционноспособной по от- 
ношению к гомолитическим реагентам является двойная связь 
С-5—С-6. К сожалению, отсутствие тщательных исследований по 
радикальным реакциям в ряду нуклеиновых оснований и их ком- 
понентов не дает возможности в настоящее время заключить, так 


$ 
и 
ций | 
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это на самом Ай х 
я Е дл соб 
же для характеристики нуклеофильных 
фильных реакций, причем общее положение остаетс и электро- 
и для радикальных процессов: реакция идет тем я тем же, что 
индекс свободной валентности. КОВ а ты Не чем выше 
вывод, что двойная связь С-5—С-6 в ры :- 
собой наиболее реакционноспособное место и что представляет 
то урацил более 
активен, чем цитозин. Эти выводы, в общем, согласуются с экспе- 
риментом, хотя имеются и определенные исключения. Так, напри- 
мер, и индекс свободной валентности, и заряды на атомах пред- 
сказывают, что атомы С-2 и С-4 в молекуле урацила должны быть 
примерно одинаковыми по своей ‚реакционной способности и что 
в молекуле цитозина атом С-2 должен быть значительно более 
активен по отношению к нуклеофильным реагентам, чем С-4. Од- 
нако в обоих случаях в основаниях и в производных от них нук- 
леозидах и нуклеотидах более реакционноспособным является атом 
С-4 пиримидинового ядра. 

При предсказании реакционной способности используются так- 
же энергетические характеристики молекулы. В добавление к ска- 
занному ранее (см. стр. 159) здесь следует дать два общих поло- 
жения, связанные с энергией высшего занятого и низшего свобод- 
ного электронных уровней 18°: 

1. Реакция данного соединения с электрофильным реагентом 
возможна, если энергия высшего занятого уровня для этого со- 
единения выше энергии низшего свободного уровня реагента. 

2. Реакция данного соединения с нуклеофильным реагентом 
возможна, если энергия низшего свободного уровня соединения 
ниже энергии высшего занятого уровия реагента. 

Отсюда следуют два следующих вывода: 

1. При прочих равных условиях к электрофильным реакциям 
более склонно соединение с более высоким высшим занятым 
уровнем. 

9. К реакциям с’ нуклеофильными 
соединения с более низко располож 
уровнем. 


дной валентности» 


реагентами более склонны 
енным низшим свободным 


склонным 
признать из пуринов более 
Исодя в то подтверждается всеми 


к электрофильным реакциям гуанин, ч озин, если считать, 
расчетными методами, а из пиримидинов Щи, шенствованные 
что наиболее достоверные результаты Е Успериментом. В ча- 
методы расчета. Эти выводы а галоилов на пури- 
стности, например, известно, что при ые гуанина реагируют 


н 
новые нуклеозиды и нуклеотиды произвол Ване ре 
очень легко, тогда как соответствующие пР 


. гл. 5). К сожа- 
агируют только в довольно ТН аающнся НЫ энер- 
лению, большие различия в Р , 


В ают возможности 
гий низших свободных орбиталей (см. стр: 161), нед 
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НАЯ СПОСОБНО, 


сделать определенных выводов относительно склонност 
к нуклеофильным реакциям. 

Предсказания, сделанные на основании метода «изолированно 
молекулы», справедливы в том случае, когда строение Реакцион. 
ного комплекса близко к строению исходной молекулы. В тех же 
случаях, когда в реакционном комплексе исходная молекула пот. 
вергается сильным изменениям, необходимо учитывать эти 
нения, что в какой-то степени позволяют сделать метод ‹п 
жения реагирующей молекулы». 


И оснований 


ИЗМЕ. 
рибли- 


МН» МН. МН, 
М № 
Х В, о. ро 
= „0 |720 
_ вр? ь- Е гибридизация |4’ с м к а 
гибридизация | | | 
В В в 


И Ш 
В-атом водорода или различные радикалы 


Рис. 3.15. Иллюстрация расчета энергии локализации на примере производ- 
ного аденина: 


1-— исходная молекула с энергией л-электронов, равной Е; 
Уэланда с суммарной энергией Л-электронов в сопряженной с 
локализованном атоме, равной Е\; 111 
комплексе. 


Энергия локализации Ед =Е-Е\ различна в зависимости от того, сколько электронов 
помещается на рассчитываемые энергетические уровни. 


И — реакционный комплекс 
истеме /// и электронов на 
— сопряженная система электронов в реакционном 


Метод «приближения реагирующей молекулы». Один из наибо- 
лее распространенных квантовохимических подходов, рассматри- 
вающих реагирующую молекулу, основан на представлении о ре- 
акционном комплексе Уэланда, в котором электронная структура 
атома, подвергающегося атаке, соответствует 5р3-гибридизации и 
его орбитали выключаются из сопряжения. Энергия, необходимая 
для выведения данного атома из сопряжения, называется энергией 
локализации и представляет собой разность энергий л-электронов 
исходной структуры и структуры с выключенным из сопряжения 
атомом (рис. 3.15). В зависимости от типа реакции на энергети- 
ческие уровни, рассчитываемые для сопряженной части структуры, 
помещается число электронов, равное числу электронов в исход- 
ной молекуле (нуклеофильные реакции), число электронов, мень- 
шее на 2 по сравнению с исходной молекулой (электрофильные 
реакции), или число электронов, меньшее на | по сравнению с ис- 
ходной молекулой (гомолитические реакции). При этом на лока- 
лизованном атоме остается последовательно 0; 2 и | электрон. 
Соответствующие энергии локализации называются нуклеофиль- 
ными, электрофильными и радикальными. Если реакция представ- 


примере произво. 


акцнонный компл: 
› [1] и электронов № 
гронов в реакционни 


о, СКОЛЬКО Электро 
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разу два атома, принадлежащие 2% 

Сопоставление энергии локализации с и Е. 
деленными величинами свободной энергии Е ых 

‹ й И Ди, а - 
пии активации АН (или с отличающейся от нее на ВТ вы 
активации Е) и энтропии активации Л$ приводит — В - 
для данного. класса реакций энергия локализации ое 
мерой относительной реакционной способности различных атомов 
в данной молекуле или одинаковых атомов в различных молеку- 
лах. При этом необходимо, чтобы, во-первых, для всех подобных 
реакций в процессе образования активированного комплекса энер- 
гии изменения о-связей в молекуле были одинаковыми и, во-вто- 
рых, чтобы энтропии активации были постоянны или пропорцио- 
нальны изменениям энергии л-связей. В настоящее время доступно 
довольно мало расчетных данных, относящихся к энергиям лока- 
лизации. 

В монографии Пюльманов приводятся !*, в частности, данные 
расчетов энергии локализации атомов С-2, С-6 и С-8 пурина и мо- 
чевой кислоты. При этом оказывается, что для обоих соединений 
порядок изменения энергий локализации при переходе от атома 
к атому одинаков. Мы приводим здесь взятую из этой книги таб- 
лицу с расчетами, выполненными для пурина (табл. 3.23). 


Таблица 3.23. Величины энергии локализации Е,„ для атомов углерода 


в пурине 
СИЕ 2 2 


Ел в единицах В 


Скелетный атом 
радикальные реакции 


нуклеофильные реакции электрофильные реакции 


. 
С-2 2.32 2,57 2,45 
С-6 2,18 2,48 т 
С-8 2,18 2,39 7 


что в пурине по от- 
х данных, можно полагать, 
К ‘ми к электрофильным, и к гомолити- 


ношению и к нуклеофильным, 

ческим и наиболее реакционноспособным а 

атом С-8. Отличие мочевой кислоты (по ны жышую реак 

чается в том, что расчеты предсказывают для т Ее 

ционную способность в нуклеофильных р и то можно пред- 
Если перенести эти данные на другие пурин», 


атома С-8 в раз- 
ную способность ы 
сказать значительную аи ия электрофильных реакций бо- 


Л еакциях, пр не 
Е и 
можно несколько более низкую, чем У —^* 
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5 
высокую по сравнению с С-2. Этот вывод полностью согла 
с известными экспериментальными данными, в, частности с те. 
костью обмена протона при С-8 пуринов на дейтерий и тритий р 
с отсутствием обмена протона, связанного с атомом С. (см. 
стр. 326). Выше уже упоминалось, что галоидирование ПУринов 
происходит с замещением водорода при С-8. Это превращение 
является примером электрофильных реакций. 

К сожалению, известно довольно мало примеров нуклеофиль. 
ных реакций с участием пуринов, так что здесь трудно сопоста- 
вить выводы теории с экспериментом. Были рассчитаны значения 
энергии локализации нуклеофильного присоединения по Двойной 
связи и замещения аминогруппы в цитидине и его 5-метилироиз. 
водном 17 и получено удовлетворительное согласие расчетных дан- 
ных с относительными скоростями реакций этих соединений с гидр- 
оксиламином. Сопоставление энергий локализации присоединения 
по двойной связи в урациле и цитозине также хорошо согласуется 
с относительной реакционной способностью этих соединений (см. 
гл. 5). Меньшая величина энергии локализации присоединения по 
двойной связи в урациле (по сравнению с цитозином) согласуется 
также с известным фактом большей стабильности фотогидрата 
уридина П-(В-В-рибофуранозил) -6-окси-5,6-дигидроурацила] по 
сравнению с фотогидратом цитидина П-(В-Р-рибофуранозил) -6- 
окси-5,6-дигидроцитозином] (см. гл. 12). 

Подводя итоги, можно указать следующие общие принципы 
определения наиболее реакционноспособных мест в молекулах на 
основе квантовомеханических расчетов. 

1. По отношению к электрофильным реакциям наиболее актив- 

°ны атомы с наименьшей электрофильной энергией локализации, 
наибольшей электронной плотностью и наибольшим индексом сво- 
бодной валентности. Такими атомами являются: С-8 в пуринах 
(по энергии локализации и индексу свободной валентности) и С-5 
в пиримидинах (по индексу свободной валентности и по электрон- 
ной плотности). 

2. По отношению к нуклеофильным реакциям наиболее реак- 
ционноспособны атомы с минимальной нуклеофильной энергией 
локализации, наибольшим индексом свободной валентности и наи: 
меньшей электронной плотностью. Такими атомами являются: в 
пиримидинах С-6 (по электронной плотности и индексу свободной 
валентности), С-2 и С-4 (по электронной плотности); в пуринах 
С-8 (по энергии локализации и индексу свободной валентности) 
и С-6 (по энергии локализации и электронной плотности). 

3. По отношению к радикальным актам наиболее реакционно- 
способны атомы с наименьшей энергией радикальной локализации 
и наибольшим индексом свободной валентности, а именно: С-8 в 
пуринах (по обоим признакам), С-5 и С-6 в пиримидинах, 
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4. Что касается присоединения по двойной связи, то зде 
более активны соединения с минимальной энергией ме 
двойной связи и максимальным ее порядком. ей локализации 
Ограниченность рассмотренных квантовохимических подхо) 
состоит в том, что они не учитывают многих чрезвычайно ии 
факторов, зачастую определяющих и направление, и ое 
акции. Таковыми, чапример, являются влияние растворителя р 
странственные эффекты заместителей и др. О о нотачных 
эффектах заместителей мы уже говорили при рассмотрении кис- 
лотно-основных свойств оснований. Отметим еще несколько при- 
меров подобного влияния. Из данных по конформации нуклеози- 
дов и нуклеотидов (см. гл. 2) следует, в частности, что для этих 
соединений в обычных условиях предпочтительной является анти- 
конформация, при которой в пиримидиновых нуклеозидах и ну- 
клеотидах остаток рибозы и карбонильная группа находятся по 
разные стороны от М-гликозидной связи. Если эта конформация 
сохраняет свое преимущество и в растворе, то можно ожидать, 
что остаток сахара будет пространственно затруднять нуклеофиль- 
ное присоединение по двойной связи, вследствие чего реакции по- 
добного рода с объемистыми реагентами могут стать даже невоз- 
можными. Не исключено, например, что такие реагенты, как семи- 
карбазид или реактив Жирара (см. стр. 350), пе присоединяются 
по двойной связи именно в силу пространственных затруднений. 
Более трудная фотохимическая гидратация двойной связи в Ури- 
дин-5’-фосфате по сравнению с уридин-3’-фосфатом, возможно, 
также связана с пространственными эффектами (см. гл. 12). Не- 


смотря на эти довольно многочисленные факты, детального ис- 


следования пространственного влияния остатка сахара на реак- 
ваний до сих пор еще нет. 


ционную способность осно ла 
Заместители в положении 5 пиримидинового цикла также ока- 
зывают определенное пространственное влияние на протекание 
различных реакций. Выше указывалось их влияние на р 
рКа, здесь следует отметить затрудненность присоединени ый 
двойной связи в нуклеофильных реакциях мены ве 
динов (что, очевидно, связано с индуктивными и просты т 
ными эффектами). Так, например, при реакции Бе" ре 
изводными гидразина или гидроксиламина а еж 
скорость модификации значительно ниже о я иАбР 
ствующими реакциями и, а т ИВС квантохимиче- 

Еще одним Факт о Я о УЧИ образования различного 
скими расчетами, явля а имер -водородной связи 
рода внутримолекулярных Не м) Естественно ожидать, 
остатка сахара с основанием (см. ыы должно влиять на цеак- 
что возникновение таких свя, я (если в реакционном Ком- 
ционную способность, увеличивая и лее прочинмиеиа 
плексе эти дополнительные связи ст 
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сравнению с исходной молекулой) ы уменьшая (если 
зования переходного комплекса необходим разрыв т 
молекулярных связей). 

Наконец, на скорость и направление реакции Оказывает 
ние и растворитель. Он неспецифически сольватирует ИСО 
молекулы и переходные комплексы или может образовывать х 
ходными молекулами и переходными комплексами специфически, 
химические связи (например, водородные). Если сольватация И 
способность к образованию таких связей в переходном Комплекс» 
выражена сильнее, чем в исходных молекулах, то данный раста, 
ритель ускоряет реакцию; если же образование подобных связей 
в исходных молекулах энергетически более выгодно, чем в реак. 
ционном комплексе, то растворитель замедляет реакцию. Эти 34. 
фекты могут оказаться настолько сильными, что возможно даже 
изменение направления реакции; поэтому данные, полученные в 
одном растворителе, нельзя непосредственно переносить на дру 
гой растворитель. Кроме того, растворитель может конкурировать 
с реагентом в процессе реакции. Случаи, когда реакции в разных 
растворителях протекают в различных направлениях, известны. 
Например, при галоидировании пиримидиновых оснований в 663 
водном растворителе происходит замещение водородного атома в 
положении 5 гетероцикла; в присутствии воды эта реакция идет 
по пути присоединения брома и оксигруппы по С-5 и С-6 двойной 
связи (подробнее см. стр. 330 сл.). Влияние всех этих факторе 
необходимо учитывать при попытках оценивать реакционную 10° 
собность соединений. 

Если сопоставить различные потенциально реакционные места 
в одной и той же молекуле, например в нуклеозиде, то можно 
видеть их неэквивалентность, хотя бы с точки зрения простран 
ственного влияния остатка сахара. При анти-конфигурации #У° 
клеозида атом С-8 в пуриновых производных должен быть в 6025 
шеи степени пространственно экранирован по сравнению с те 
мами С-2 и С-6, Соответственно, реакции по С-8 будут идти мед 
леннее, чем можно было бы предполагать исходя из простого 
квантовохимического рассмотрения, 

Можно ожидать, что даже для реакций с одними и теме ^” 
реагентами различные участки молекулы будут образовывать ий 
акционные комплексы, отличающиеся по степени сольватирова а 
ности, что также приведет к отклонению экспериментальных ты 
ных от теоретически предсказываемых. С этой точки зрения 3 
жется более правильным применять квантовохимические 8 
для сравнения эквивалентных реакционных центров в разных а 
декулах, фиксируя таким образом до некоторой степени ДРУ б. 


р. 01 
факторы, влияющие на реакционную способность. Именно то 
ным путем поступают в орга 
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ли же 


ыы ь Л! 
нической химии при изучении В 


›еакции в разны 
ниях, извести 
оснований в ба 
родного атома 
та реакция пля 
Би С-6 двойни 
‹ этих фактор. 
›акционную Сие 


кин № 
М 
зиДе, острей 
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условий на скорость реакции, в частности при ко 
ционной способности с электронными характе 
телей. 


рреляциях реак- 
ристиками замести- 


2. Применение корреляционных уравнений * 


Детальное изучение химических особенностей самих осн 
и их поведения в составе нуклеозидов и нуклеотидов требует опре- 
деления места этих соединений в ряду ближайших аналогов, от- 
личающихся друг от друга какой-либо монотонно меняющейся 
характеристикой, например наличием разных заместителей, обла- 
дающих различными индуктивными эффектами или различным 
пространственным эффектом. Так, изучая какую-нибудь опреде- 
ленную реакцию ряда 1-М-алкилзамещенных пиримидинов с раз- 
нообразными алкильными заместителями, можно было бы лучше 
оценить роль рибозного (или дезоксирибозного) остатка в опре- 
делении химических свойств основания в составе нуклеозида или 
нуклеотида. Подобным подходом широко пользуются в органиче- 
ской химии для изучения механизмов реакций, причем оказывает- 
ся, что свободная энергия активации многих реакций является 
линейной функцией некоторой характеристики, меняющейся’ от 
одного заместителя к другому, но постоянной для данного заме- 
стителя в разных соединениях. Данный принцип достаточно хорошо 
известен и формулируется как правило линейной зависимости сво- 
бодных энергий. Хорошо известны частные случаи применения 
этого правила — уравнения Гамметта или уравнение Тафта. Они 
связывают реакционную способность ряда родственных соедине- 
ний по отношению к одному и тому же реагенту с электронными 
характеристиками замесгителей в этих соединениях соотноше- 
ниями типа 


ований 


Ы 
= 201 

Здесь А; — константа скорости реакции соединения с замести- 
телем # о — константа скорости реакции с некоторым ЕН 
лем, выбранным в качестве стандартного; В Е о 
порциональности, характерный для данной реакции; оков та 
ристика электронных свойств заместителя, НЫЕ ыы 
данного заместителя в различных соединениях и реа ни, я 

Зависимости подобного типа достаточно О аааний ке 
редяЩиЙ С: ВЫШКА сьСК: А а характеристик 
бодной энергии реакций, но и для разнообр 


ы ке ее зоваться 
=* Ворд случаев одип, и тот Же заместитель ОО ет" о 
несколькими значениями 6, например, В зависим " 
В сопряжении или нет ит. д, 


ы = < , у "ИАА Пн быьзвиникие ль чад мб: 
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‹оединения, например для частот в ИК-спектрах, ве 
ских сдвигов в спектрах ЯМР и т. д. 

Примеры применения такого рода корреляций, хотя пок 
многочисленные, существуют и в ряду производных ос 
нуклеиновых кислот, показывая принципиальную приме 
правила линейной зависимости свободных энергий и 


ЛИЧиН ХИМИце. 


а и не. 
Нований 
НИМОСТЬ 
ДЛЯ этого 


5, мд 


15—08 0 08 6* 


Рис. 3.16. Зависимость химического Рис. 3.17. Зависимость потенциала 
сдвига протона при С-8 6-замещен- полуволны полярографического вос- 
ных пуринов от о+-констант замести- становления (относительно насыщен- 
телей 139, ного каломельного электрода) 5-заме- 

щенных 6-азаурацилов от о”-констант 


5-заместителя (в водном растворе при 
РН 8,3) 14°, 


класса соединений. Выше (см. стр. 187) мы уже рассматривали 
корреляцию рК» в ряду урацила и цитозина. Существование такой 
корреляции означает, что в обоих этих случаях один и тот же 
заместитель может быть охарактеризован определенной, постоян- 
ной для данного заместителя величиной; это и является одной из 
формулировок правила линейной зависимости свободных энергий. 

олее того, известны случаи, когда проводились корреляции 
непосредственно с одной или одновременно с несколькими о-по- 
стоянными. В работах Кобурна и др. 18% 189 получена хорошая 
линейная зависимость (рис. 3.16) величины химического сдвига сиг- 
налов протонов при С-2 и С-8 в спектре ЯМР 6-замещенных пури- 
нов от константы Брауна !\* заместителя в положении 6. Аналогич- 
ная картина получена и для зависимости величины химического 
сдвига протона при С-8 от суммы величин о* для заместителей, 
находящихся в положениях 2 и 6 в ряду 2,6-дизамещенных пури- 
НОВ 139. Эти же авторы попытались провести корреляцию химиче- 
ских сдвигов протонов и с другим набором о-постоянных, а именно 
с индуктивной ог и резонансной ов константами Тафта 1%, 13°. При 


и в 


потенциал 
ческого вое 
но насыщее 

ода) 5-38" 
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этом для б-замещенных пуринов б 
ыли 
нения: - получены следующие урав- 


16 = 0,40; + 0,70 р (для протона при С-8) 
Аб = 06, + 0,96 > (для протона при С-2) 


о ре химических сдвигов соответ- 

Как следует из этих а 

О уравнений, химический сдвиг протона при 

ре я только мезомерными эффектами, тогда как хи- 
мический сдвиг протона при С-8 определяется и мезомерными, и 
индуктивными эффектами (см. стр. 186). Рассмотрение мезомер- 
ных формул приводит к выводу, что между положениями 2 и 6 
в б-замещенном пурине должно иметься лишь незначительное ме- 
зомерное взаимодействие (мета-расположение). Наблюдаемая 
зависимость может означать, что химический сдвиг опреде- 
ляется в основном электронной плотностью на соседних атомах 
азота, один из которых находится в орто-, а другой в пара-положе- 
нии к б-заместителю. В случае химического сдвига протона при С-8 
полученная зависимость не неожиданна, поскольку атом С-8 мо- 
жет взаимодействовать с б-заместителем и по индуктивному, и по 
мезомерному механизмам. Из этого примера видно, что такого рода 
анализ может дать очень много сведений о тонкой структуре элек- 
тронного ВЛИЯНИЯ заместителей на свойства молекул. 

Другим примером 140 является применение констант Тафта для 
коррелирования зависимости потенциала полуволны полярографи- 
ческого восстановления на ртутном капельном электроде 5-заме- 
щенных б-азаурацилов от о-константы заместителя, Полученная 
линейная зависимость для ряда заместителей (рис. 3.17) показы- 
вает общность механизма восстановления соответствующих соеди- 
нений и зависимость его от полярных эффектов заместителей. Вы- 
падение из общей зависимости величины потенциала полуволны 
восстановления в случае 5-трет-бутилпроизводного означает, веро- 
ятно, что для достаточно объемистых заместителей заметную роль 
начинает играть пространственный эффект. Отрицательный наклон 
прямой является совершенно естественным: значит, с увеличением 
электроотрицательности заместителя восстановление (т. е. процесс 


гчается. 
передачи данному соединению электрона) обле 
Та . . х ограничений для применения 


Таким образом, принципиальны ь , 
правила ЕКВ зависимости свободных энергий ии 4 
нии свойств производных оснований нуклеиновых ск и 
вует. Использование подобных закономерностей я т 
ценной информации о свойствах компонентов ну, ани, 

Влияние ионизации на реакционную с о еле 
Выше уже отмечалось, что многие реакции 


онирован- 
соединений идут с участием протонированных или ть о Е. м 
ных оснований. тех случаях, 


когда 
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—— 


нуклеофильный реагент сам не способен к ионизации и реакция 
представляет собой простую одностадииную необратимую реак- 
цию, можно ожидать простых зависимостей скорости Реакции от 
концентрации водородных ионов. В случае нуклеофильной реак. 
ции непротонирующегося в данных условиях нуклеофильного аген- 
та с протонирующейся молекулой основания наблюдаемая Кон. 
станта скорости определяется следующим соотношением: 


(12) 


ТДе Анабл — наблюдаемая константа скорости: №0 — истинная кон. 


станта скорости реакции катиона с нуклеофильным агентом, К» — 
кажущаяся константа ионизации основания по уравнению (3): 
[Н*] — концентрация водородных ионов. 

Зависимостей такого рода можно ожидать при различных гид- 
ролитических превращениях оснований нуклеиновых кислот. В ка- 
честве примера можно привести дезаминирование дигидроцитози- 
новых производных (см. гл. 5) 


инирования фотогидрата цитидина 
от величины РН характеризуется 
ины наблюдаемой константы ско- 


где № — истинная констан 
фильным агентом; К’ 
ния по уравнению (5). 


та скорости реакции аниона с электро- 
— кажущаяся константа ионизации основа- 


ГИДрощитеь - 


та 


ЦИТИДИЕ 


иктеризуетя 
станты 
нения (1). 
›оцессе де 
ния (80 
ачениях | 
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и формуле (15) исходя из экспериментальных зна- 
чений Юнабл, сохраняют в пределах ошибки опыта постоянные 


чения "!; а 
ВЕ и набл Мин! в» мин—1 
9,15 4,57 17,5 
9'70 8,97 161 
10,05 15,40 20,9 


Постоянство № подтверждает справедливость принятого меха- 
низма для реакции электрофильного атента с анионом. 

Однако указанные простейшие случаи, когда ионизуется лишь 
одно из реагирующих веществ, в реакциях оснований нуклеиновых 
кислот встречаются довольно редко. Значительно чаще приходится 
иметь дело с процессами, в которых к ионизации способны оба 
реагирующих соединения. Здесь целесообразно рассмотреть не- 
сколько наиболее часто встречающихся типов превращений. 

1. Реакции катионной формы основания со способным к прото- 
нированию нуклеофильным реагентом. К реакциям этого типа от- 
носится большинство нуклеофильных реакций цитидина, аденозина 
и гуанозина. Если реакция представляет собой одностадийный про- 
цесс взаимодействия катиона с нуклеофильным агентом, величина 
наблюдаемой константы скорости реакции определяется следую- 


щим уравнением: 
аа 
м ки) +1Н - (Ко), +197] 


где № — истинная константа скорости реакции катиона основания 
с нуклеофильным реагентом; [Н*] — концентрация водородных 
ионов; (Кас и (Ка)» = константы протонирования основания И 
нуклеофильвого реагента по уравнениям (3) и (7). 

Анализ этого выражения позволяет сделать вывод, что зависи- 
мость наблюдаемой константы скорости от РН имеет максимум 
при значении 


(14) 


‚  (рКа) + (Ра) 
рН ых а > я 


, / танты 
и что при РН, равном (рКа)ен И (рКа)», щен те 
скорости равны. В качестве примера такого рола В та 
можно привести реакцию замещения ое ы 
семикарбазидную группу “2 (см. также стр. 'летсяи для зави- 
2. Совершенно аналогичное уравнение получа 


ии ней- 
симости Ёнабл от концентрации водородных нас от 
тральной формы способного к И нае в формуле (14) 
ным нуклеофильным агентом. 
(К) и (К) — константы ионизации основания и нуклеофильного 


14 Зак. 614 
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реагента ее уравнению (5), величина которых определяется выра. 
м этого же типа описывает зависимость наблюдае. 
мой константы скорости от концентрации водородных ионов в слу. 
чае, когда нейтральное основание, способное депротонироваться 
в соответствии с уравнением (5), реагирует с неитральным нуклео- 
фильным реагентом, способным протонироваться в соответствии с 
уравнением (3). В формуле (14) для этого случая (К) — констан- 
та ионизации нуклеофильного реагента по уравнению (3), опреде- 
ляемая выражением (7), и (К.)ен — константа ионизации основа- 
ния по уравнению (5), определяемая выражением (8). 

4. Для реакции нейтральной формы основания, способного про- 
тонироваться, с нейтральной формой способного протонироваться 
нуклеофильного реагента константа скорости Анабл запишется фор- 
мулой [обозначения те же, что в уравнении (14)] 


Ен аь ь (к) 
Енабл = № (К). .+ [+] с (Ку + [н*]} (15) 


Реакции нейтральных оснований с нейтральными реагентами, 
хотя и идут медленнее, чем реакции ионизованных оснований с 
нейтральными реагентами, тем не менее часто искажают зависи- 
мости, приведенные выше. Кроме того, очень часто истинные меха- 
низмы протекающих реакций на самом деле значительно сложнее, 
чем простые одностадийные превращения. Поэтому хотя практи- 
чески все реакции оснований нуклеиновых кислот проявляют зави- 
симость от рН, тем не менее не всегда можно удовлетвориться при” 
веденными выше простыми формулами и в каждом конкретном 
случае для понимания зависимости скорости реакции от кислот“ 
ности среды необходимо детальное исследование механизмов пре“ 
вращений. В той мере, в какой это возможно в настоящее время, 
такой анализ для конкретных реакций приведен во второй поло- 
вине данной книги. 

Влияние на скорость реакции ионной силы. Во всех приведен- 
ных выше уравнениях зависимости наблюдаемой константы ско- 
рости реакции от концентрации водородных ионов фигурирует ка 
жущаяся константа ионизации Кам. Как, уже отмечалось 
(см. стр. 190), эта константа зависит от ионной силы. Таким обра- 
зом, следует ожидать зависимости величины константы скорости 
реакции от ионной силы в тех случаях, когда для реакции необхо- 
димо предварительное протонирование или депротонирование реа" 
тирующих веществ. Для реакции заряженного основания с заря” 
женным реагентом зависимость скорости реакции от ионной силы 
связана не только с изменением констант ионизации соединений» 


реагентами, 
оснований ‹ 
ают за ВИСИ" 
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но и с более общим эффектом, кото 


рый вытекае ` 
том, что скорость любой реакции т из постулата о 


А+В —> Хи С 


пропорциональна концентрации активированного комплекса ое. 
находящегося в равновесии с исходными продуктами. Константа 
этого равновесия, как обычно, выражается отношением активно- 
стей компонентов, и концентрация Хькт зависит от коэффициентов 
активности и, следовательно, от ионной силы. 

Исследование влияния ионной силы на скорость реакции в каж- 
дом конкретном случае может дать значительную информацию о 
механизме реакции. К сожалению, эффекты, связанные с измене- 
нием ионной силы, в реакциях оснований нуклеиновых кислот и 
их производных практически не изучались. 

Таким образом, в данной главе мы рассмотрели некоторые во- 
просы, связанные с реакционной способностью оснований самих по 
себе и в составе нуклеозидов и мононуклеотидов. Изложенные пред- 
ставления могут быть использованы при изучении превращений 
предшественников нуклеиновых кислот, нуклеотидных кофермен- 
тов и подобных им соединений, где гетероциклическое основание 
не взаимодействует или слабо взаимодействует с другими основа- 
ниями или ненуклеотидными веществами. 
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ВТОРИЧНАЯ СТРУКТУРА НУКЛЕИНОВЫХ 
кислот * 


1. ВВЕДЕНИЕ 


Свойства полимерных молекул нуклеиновых кислот опреде: 
ляются во многом взаимодействием между составляющими их ком- 
понентами, а именно: остатками фосфорной кислоты, углеводов и 
гетероциклических оснований. При этом свойства молекулы, кото- 
рые определяются наличием большого числа отрицательно заря- 
женных остатков фосфорной кислоты, ничем существенно не отли- 
чаются от свойств других полимерных анионов и в той мере, в 
какой это в настоящее время возможно, описываются в рамках 
электростатических представлений. Особые специфические свой- 
ства олиго- и полинуклеотидов в основном определяются взаимо- 
действиями между основаниями. При этом возможны два’ типа 
взаимодействий; 

1) взаимодействия между плоскостями циклов соседних осно- 
ваний в одной цепи (межплоскостные, вертикальные, продольные 
взаимодействия); они реализуются и в одноцепочечных, и в дВУХ- 
цепочечных молекулах; 

2) взаимодействия между основаниями, расположенными в 0д- 
ной плоскости в разных цепях (комплементационные взаимодействия); 
к таким относится, в частности, образование водородных связей. ь 

В данной главе мы рассмотрим различные типы взаимодействий, 
кратко останавливаясь на теоретических представлениях и на экс" 
периментальных фактах, подтверждающих эти представления. 
Взаимодействия оснований друг с другом будут рассмотрены 
отдельно; эффекты, связанные с взаимодействием зарядов фосфат- 


ных групп, — в разделах, посвященных конкретным чертам вт0- 
ричной структуры нуклеиновых кислот. 


И. ОБЩИЕ ВОПРОСЫ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ ОСНОВАНИЙ 
НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ ДРУГ С ДРУГОМ 


1. Комплементационные (поперечные) взаимодействия 


В 1953 г. была вы 
ральной структуре Д 


двинута гипотеза Уотсона — Крика о двухспиИ- 
НК, согласно которой в противоположных це 


* См. примечание на стр. 16. 
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в рамках 
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пях попарно с у 
ув ев с другом основания аденин и тимин, 
для теоретического бо ВЕ приложено немало к 
Вано это 4 Ри - и экспериментальных подтверж- 
о о а — другого типа спаривания оснований, до- 
или, иными словами р и установления структуры пар, 
плементарных парах. ределения взаимосвязанных атомов в ком- 
отсо 1 
на а идею о специфическом спаривании 
а еаве а т их распоряжении данных о нуклеотид- 
а аленин : х К. Из этих даных следовало, что отно- 
:тимин и гуанин: цитозин близки к единице. Уотсон 
и Крик дали наиболее вероятную схему образования пар. 


н н 
/ \ 
нс О-нН-м № м-н... м 
& Е # \ 
‹ н*м сын ` 
$ т х 2 >. 
В о В 2 О НМ К 


В—остаток дезоксирибозы 


Специфичность спаривания оснований, предположенная Уотсо- 
ном и Криком, была впоследствии доказана многочисленными ЭкКС- 
периментальными работами, на которых здесь следует остано- 
виться, отметив сразу, Что в этом разделе мы обсудим только те 


доказательства, которые были проведены на уровне нуклеотидов, 
ые доказательства специ- 


нуклеозидов и оснований. Дополнительн 
фичности взаимодействия, проведенные на уровне полинуклеоти- 
дов, будут обсуждены отдельно. 

Взаимодействия между комплементарными основаниями отно- 
сятся к разряду слабых взаимодействий и легко нарушаются под 
действием температуры или различных агентов, которые сами спо- 
собны к образованию водородных связей, в. частности а —. 
этому исследования специфичности взаимодействия между рые ый 
ниями проводят, как правило, в © ганических и ем 
таких, как четыреххлористый углерод, хлороформ, а = а. 
оксид ит. д. или В кристаллических образцах, полу я А 
твора исследуемой смеси. Основными методами реа а" 
ляются ИК- и ЯМР-спектроскопия, а также рентге руктур 


анализ. 
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льные исследования 


ксперимента э 
. р И взаимодействия между 


специ фичност 
основаниями 


ИК-Спектры. В ИК-спектре разбавленного (0,022 М) раствора 


1циклогексилурацила в хлороформе” наблюдается полоса 
3392 см! соответствующая ва- 


б лентным колебаниям М-Н, на- 


к личие водородных связей удается 
0% обнаружить лишь при значи- 
8 202 тельно более высоких концентра- 
во циях *; это следует из появления 
В 005 в | полос 3210; 3110 и 3050 см". Ана- 
8 004 логично в спектре 0,022 М рас- 
$ 002 твора 9-этиладенина наблюда- 
8 о ются интенсивные пики, со0т- 
ё ветствующие симметричным 
5 5 (3416 см) и антисимметричным 
002 (3527 см!) валентным колеба- 
0 ниям МНо-группы, и только сла- 


: ол во а 77 бые полосы, отвечающие образо- 
п) = те 0—4 ванию водородно-связанных го- 
я а моассоциатов (3482 и 3312 см“). 

Интенсивность последних ДВУХ 


Рис. 4.1. Зависимость оптической : 
плотности полос при 3330 см-! (а), полос увеличивается в насыщен 


3490 см-! (6) и 3260 см-! (в), обра- НОМ растворе. 
зующихся при смешении 1-циклогек- В смеси 1-циклогексилураци- 
силурацила и 9-этиладенина в дей- ла и 9-этиладенина с общей кон- 


терохлороформе, от состава смеси ?. р й 
Суммарная концентрация компонен- Пенирациеи 0,022 М К 
тов 0,022 М. Длина оптического пути Даются относительно сильные по- 


1 мм; 20° С. лосы при 3490 и 3330 см-', а так- 
же слабая полоса при 3260 см\, 

что свидетельствует об образовании водородных связей в значи” 
тельно более выраженной степени, чем для растворов индивиду“ 
альных соединений. Исследование зависимости интенсивности этих 
новых полос от состава смеси при постоянной суммарной мольной 
концентрации обоих компонентов приводит к выводу, что состав 
образующегося комплекса соответствует отношению |: 1 (рис. 4.1). 
Аналогичные результаты получены 4 и при изучении взаимодеи- 
ствия 27, 3/-О-бензилиден-5/-О-тритилпроизводных гуанозина и Ц!" 
тидина в СОС1.. В данном случае отмечена, однако, довольно зна” 
_ чительная степень гомоассоциации производного гуанозина; тем не 


наблюдается 


* Образован: й е 
р ие водородных связей между молекулами урацила На ных 


также и в кристаллическом состоянии, как можно судить, например, 
рентгеноструктурного анализа кристаллов 1-метилтимина °. 


И, С00т- 
Угричных 
тричных 

колеба- 
ТЬКО СЛа- 
› 0бразо- 
ных ГО 
12 см). 


ми чает 


И. ОБЩИЕ ВОПРОСЫ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ ОСНОВАНИЙ 


менее образование комплекса с производным цитиди } 

сильнее. Исследование состава образующегос дина выражено 
ее оон в я комплекса, выпол- 
и 3300 см-!), приводит у е (характерные частоты 3488 
тов, равному те к стехиометрическому отношению компонен- 

Образование подобных комплексов представляет собой равно- 
весную реакцию, и при уменьшении концентрации смеси равнове- 
сие сдвигается в сторону исходных компонентов. Так, при суммар- 
ной концентрации компонентов 1,5. 10-* моль/л образования ком- 
плексов между 9-этиладенином и 7', 3/, 5”-О-триацетилуридином, а 
также между 9-этиладенином и 3’, 5"-О-диацетилтимидином в СОС 
обнаружить не удается. Однако в этом же интервале концентра- 
ций 27,3,5”-О-триацетилгуанозин образует комплексы состава 1:1 
с 1-метилцитозином, диметил-б-азацитозином и 2/,3’,5'-О-три- 
бензоил-б-азацитидином 5. Данное различие связано с большей 
энергией взаимодействия пары гуанин`цитозин по сравнению с 
парой аденин `урацил (см. ниже). 

Образование водородно-связанных комплексов не было обнару- 
жено в растворах смесей 9-этиладенина с 2/,3’-О-бензилиден- 
/-О-тритилцитидином и туанозином в дейтерохлороформе при 
суммарных концентрациях компонентов 0,0016 и 0,0080 М, а также 
в смесях 2”, 8/-О-бензилиден-5’-О-тритилгуанозина с циклогексил- 
урацилом в тех же условиях и при тех же суммарных концентра- 
ЦИЯХ “. 

Таким образом, производные оснований нуклеиновых кислот 
специфически взаимодействуют друг с другом, образуя предпо- 
чтительно водородно-связанные пары аденин * урацил и гуанин * ЦИ- 
тозин *. 

Спектры ЯМР. Как известно, в спектрах ЯМР различных соеди- 
нений сигнал от протонов, участвующих в образовании водородных 
связей, сдвигается в сторону более слабых полей по сравнению © 
несвязанными протонамиб. Использование этой закономерности 
для изучения специфичности образования НодорОдНо САНА 
пар между основаниями нуклеиновых кислот” приводит к род 
тверждению выводов, сделанных на основании И. 

На рис. 4.2 в качестве примера приводится Се: = аЕн 
тров ЯМР 1-метилцитозина, 9-этилгуанина и их а те а 
в диметилсульфоксиде. Из данных, приведенных на Р а 

одных связей участвуют протоны ами 
дует, что в образовании водород Аналогичные 
. и иминогруппы гуанина. 
ногрупп цитозина и гуано ию со спектрами инди- 
изменения в спектрах ЯМР по ой смешении в этом же 
видуальных оснований происходят при 


` акже между 
ых связей наблюдалось т 

й образование водородн С ТА мА 
2 че С тритилинозином и 2/3’-О-бензилиден-5 О-тритилцитид 
ном в растворах хлороформа ``. 


ГЛ. +: ВТОРИЧНАЯ СТРУКТУРА НУКЛЕИНОВЫХ кис 
—- Ио 


растворителе |-метилтимина и 9-этиладенина, 1-метилтимина и 5. 
аминоаденозина, тогда как при смешении неспецифических пар ни. 
каких изменений в спектрах не происходит и спектр смеси соответ. 


Е О ЕЕ ЕЕ ОЕ ЕЕ ИРАН 


125 700 75 50 6м8 


Рис. 4.2. Спектры протонного магнитного резонанса 1-метилцитозина (а), 
9-этилгуанина (6) и их эквимольной смеси (в) в полностью дейтерированном 


диметилсульфоксиде. Суммарная концентрация компонентов во всех случаях 
0,2 молё[л; 20° С'. 


ствует суммарному спектру индивидуальных оснований в соответ” 
ствующих концентрациях 7, 3 (табл. 4.1). 

Из результатов, представленных в табл. 4.1, видно, что ВЕЛИ: 
чина изменения химического сдвига при смешивании растворов 
соответствующих оснований значительно меньше в случае образо- 
вания пары 9-этиладенин -+ |-метилтимин, чем в случае образова 


ии, 
& 
{ 


И. ОБЩИЕ ВОПРОСЫ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ ОСНОВАНИЙ 
{ р 


ния пары 9-этилгуанин -+ 1-метилцитозин 
более слабом взаимодействии между 
паре. : 
Тот же вывод, но с еще большей оз НОС 
спектров _е смесей нуклеозидов и а а 
творителях °. Так, если гуанозин с цитидином аниса р 
вуют в диметилсульфоксиде, то взаимодействие а Утки 
нином и 1-циклогексилурацилом удается наблюдать ЛИШЬ В ги 
полярных растворителях, например в дейтерохлороформе? Тем не 
менее и в этом случае специфичность взаимодействия сохраняется 
Следует отметить, что при высоких концентрациях наблюдается 
также незначительная гомоассоциация производных аденина и 
гуанина. 


Это свидетельствует о 
основаниями в первой 


Таблица 4.1. Специфичность образования водородно-связанных 
пар оснований 7 по данным ЯМР 


Величина химического сдвига протонов 
группировок по сравнению с одним 


ет Темпе- основанием, м, д. 
Пары оснований ЧЕ й,| ратура, 
НЫ ее МН | МН2 | мно ХН МН 
——____ | 1-метил- | [-метил- | 9-этил- 
9-этилгуанина НЕ тимина | аденина 
9-Этилгуанин- 1-метил- | 0,1+0,1| 40 0,5 | 0,24 | 0,29 — = 
ЦИТоЗиН 0,1 0,1 20 0,71 | 0,34 | 0,36 — — 
0,2 - 0,2 40 0,7 0,34 | 0,46 — — 
0,2- 0,2| 20 0,94 | 0,41 0,43 з = 
9-Этиладенин ++ 1-метил- | 0,1 0,1| 20 55 т = 0,05 0,02 
тимин 0940,21 20| = | = — | 0,08 | 0,02 
9-Этилгуанин + 1-метил- | 0,2 0,2| 20 0,00 | 0,00 — 0,00 к 
ТИМИН > 0.00 
9-Этилгуанин + 9-этил- | 0,2+0,2| 20 | 0,02 | 00| — : 
аденин 


и увеличении концентрации ком- 


же, что п 
Из табл. 4.1 видно также, р "в взаимодействие оснований 


понентов и понижении температур 

усиливается. свиде- 
Итак совокупность данных ИК- и На бам. 

тельствует о строгой специфичности я у 7 она Крика. Однако 

ний в полном соответствии с мипотеОЙ На данных можно 

на 

о структуре обра и . цитозин, где оба метода 

сделать вывод лиш 

показывают 5, *,8, что в образов 

Участие аминогруппы гуанина 

нина. Это возможно только П 


и ЦИиТо 
ри условии, 
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Слот 


соответствует изображенной ниже структуре, которая была пред 
ложена Полингом !°. Н 


о м 


5 
# \..-н-м_ Ум 
а 
В нщеня 
Н 
В-различные радикалы 


Более строго структура пар оснований может быть определена 
рентгеноструктурным методом, однако при этом, конечно, следует 
иметь в виду, что влияние сил упаковки в кристалле может внести 
изменения по сравнению со структурой этой же пары в растворе. 


Л 
№ о...НЫ—М 


| > 
. — 


В 
по Хашемейеру 


по Хугстину, ( ‚обратная“структуре по Хугстину) 


|) 


| 
МН... О. 


М \ 
= \ 
` й к 


о В в 
в „обратная“ структуре 
по Уотсону и Крику по Уотсону и Крику 
Рис. 4.3. Возможные структуры пары аденин - урацил (и их производн 


названия парам даны по имени исследователей, расшифровавших 
структуру — см. табл. 4.2.). 


ых; 
их 


устано- 
Хх произ- 
не дают 


Рентгеноструктурный анализ *. Этим методом удалось 
вить структуру пар аденин-тимин и аденин. урацил (ии 
водных), для которых данные ИК-‘и ЯМР-спектроскопии 
однозначных выводов. 


* Обзор — см. И, 


И. ОБЩИЕ ВОПРОСЫ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ ОСНОВАНИЙ 


В принципе возможно существование четырех «изомерных» пар 
аденин.тимин или аденин .урацил (рис. 4.3). 

Из рентгеноструктурных данных, приведенных в табл. 4.9, 
видно, что при взаимодействии производных гуанина и цитозина 
в кристаллах образуется пара в соответствии с предложенной По- 
лингом '° структурой. Структура образующейся в кристаллах пары 
аденин .урацил (точнее, производных этих оснований) никогда не 
отвечает структуре Уотсона и Крика и соответствует либо модели 
Хугстина, либо модели Хашемейера (в зависимости от заместите- 


еДедан лей в ядрах взаимодействующих оснований). 
), СЛедун Таблица 4.2. Образование водородно-связанных комплексов между парами 
ет Внести оснований по данным рентгеноструктурного анализа 
ас 
р твор Атомные группы, участвующие Длина 
в образовании водородной связи водо- Тип те 
Н Комо Родной| образующегося м 
4 ‹ в пуриновом в пиримидиновом Ры комплекса 
компоненте компоненте 
—№ 
9-Метиладенин -- |6б-экзо-МНь 4-экзо-О 2,85 | По Хугстину 12 
+ + 1-метилтимин | М№М-7 Н при №-3 2,92 
9-Этиладенин 6-экзо-МН» 4-экзо-О 2,98 | По Хугетину 13 
р +1-метилурацил| №-7 Н при №-3 2,83 
] ) 9-Метиладенин -- |6-экзо-МН» 4-экзо-О Ре По Хугстину 14 
| + 1-метил-5- №-7 Н при №-3 о} 
р бромурацил 
кугстину) 9-Этиладенин -- к я. я ых По Хугстину | 15 
| - Е п - , 
В + 1-метил-5 
| фторурацил ИН 
ь | Аденозин - 5- 6-экзо-МН2 2-экзо-О ты ео у 
М-7 Н при №-3 , р 
ы о о 3,04 | 0  Хаше- | И 
| | 9-Этиладенин =  |6-экзо-МН» 2-экзо- 2.80 медеру 
\ + 1-метил-5- №-7 Н при №-3 , 
бромурацил ` у и 
0 9-Этилгуанин =  |6-экзо-О 4-экзо-МН» ой Пе у 
+ 1-метилцито- |Н при №-1 №-3 Е Е 
и о и - 2,86 По Уотсонуи | 20 
\ 9-Этилгуанин-+  |6-экзо-О и 2 2,95 Крику 
+ 1-метил-5- Н при №-1 О 5'91 
ту в и 4-экзо-МН 2,82 | По Уотсону и 21 
ку 2’-Дезоксигуано- |6-экзо-О т 2 291 Крику 
р 5% зин + 5-бром- |Н при №1 9-экзо-О 2,78 
вой у дезоксицитидин 2-экзо-МНа К, 296 | По Уотсону и 19, 22 
их 9-Этилгуанин - 6-экзо-О 3 2,94 Крику 
д -- 1-метил-5- Н при №-1 2-экзо-О 2,82 
50 фторцитозин 2-экзо-МН» ся 
В Е 
в ‹ой схемы образования пары 
р и Заключаются ли причины и оснований или в требованиях 
и в бенностях энергетики взаимод ИЯ ое" время пе вполне, ясно. 


кристаллической упаковки, 
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аа ` КИСЛО» 
Слот 


Значительный интерес для понимания природы сил, стабилизи. 
рующих комплементарные пары, является также структура гоу, 
ассоциатов, поскольку образование комплементарных пар является 
реакцией, конкурирующей с образованием гомоассоциатов. На 


Рис. 4.4. Структуры гомоассоциативных димеров производных оснований 
в кристаллическом состоянии: 


> Н)#; 
а-гомоассоциативный димер 1-метилтимина (К =СН)) и 1-метилурацила (К =Н) =; 
б — 1-метилцитозина 24; в — 9-метиладенина 2; г—димер гуанина (по данным рентгено 
графии кристаллов гуанинийхлорида) 26, 


рис. 4.4 приведены полученные на основе рентгеноструктурных да: 
ных 23-27 структуры водородно-связанных димеров, образующихся 
при кристаллизации различных производных оснований нуклеино- 
вых кислот (обсуждение см. 77). Во всех случаях образующиеся 
димеры связаны двумя водородными связями. Для ассовийто, 
урацила и аденина это положение сохраняется, по-видимому, и г. 
растворов в дейтерохлороформе, как это явствует из ИР 
ческих характеристик, полученных методом ИК-спектроскоп 
(хотя структура комплексов в этой работе не доказывается). 


П. ОБЩИЕ ВОПРОСЫ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ ОСНОВАНИЙ 


Таким образом, к 
о Прем кеты дах 
пар более выгодно, чем образование омбасс тов, 
ма х оциатов. Этот вывод 
ое ется и количественными исследованиями констант ас- 

Количественные характеристики взаимодействия оснований при 
образовании водородно-связанных пар. Из данных ИК-спект 8 
можно вычислить значения констант гомоассоциации ие 
производных оснований, а также констант образования водородно- 
связанных комплексов между комплементарными основаниями 
Значения этих констант для некоторых соединений приводятся в 
табл. 4.3 и 4.4. Легко видеть, что константы образования компле- 
ментарных пар значительно выше констант гомоассоциации. 


Таблица 4.3. Константы гомоассоциации ряда производных 
1-циклогексилурацила и 9-этиладенина ее (по данным ИК-спектров 
в дейтерохлороформе при 25°С) 


п 
иле Каско, | Производное 9-этиладенина Каско 
3-Метил- 0 6-экзо-М, М-Диметил- 0 
5,6-Дигидро- 2,9 6-экзо-М-Метил- 1,5 
4-Тио- РГ Незамещенный 3/1 
Незамещенный 6,1 6-Дезамино-2-амино- (2-амино- 2,4 
пурин) 

5-Метил 3,2 2-Амино- и 
5-Бром- 4,1 8-Бром- 120 
5-Иод- 5,7 


Калориметрические определения дают для константы ассоциа- 


ции между 1-циклогексилурацилом и 9-этиладенином величину 


92 л/моль, тогда как величины констант гомоассоциации 1-цикло- 


гексилурацила и 9-этиладенина соответственно равны 19 и 

13 л/моль39. Меньшая величина констант гомоассоциации по срав- 

- хе 31 Е. 

зования пар получена также * при иссле 

нению с константами обра р у аа 
довании образования комплементарных пар у 2’, 

пилиден-5/-О-тритильными производными аденозина и уридина в 


Н примерно в 10 раз 
‹о в этом случае величина констант и 
В : дно, с меньшей полярностью 


выше. чем в СОС», что связано, очеви 
СС и с его меньшей способностью к образованию водородных свя 
зей с растворенными веществами. › 
ве сильнее взаимодействие а мы 
с следует и из качест Е 
гуанин . цитозин (как это следу а 


ближенно оцененная величина константы образова ео 
между 1-метилцитозин0ом И 2',3',5 -О-триацетилгуанозино 


16 Зак, 614 
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Х кисло 


составляет — 105 л/моль в СОС[ь, что примерно в 100 


0 раз [6] 
В 3 90, 
величины соответствующей константы пары аденин. тЬЩ 


Урацил. 


Таблица 4.4. Константы образования комплексов между производными 


1-циклогексилурацила и 9-этиладевина 29 
(по данным ИК-спектров в дейтерохлороформе при 25° С) 


Ккомпл» 2/моль 


е 
Пиримидиновое с 6-экз0- | с б-экао- с 2-ами- 
основание мм ы - 9. 
„ М-ДиМе-| М-метил- с 9-Этил- но-Э- с 2-амино-9- 
тил-9-этил- 9-этилоде- аденином ЭТил- |этиладенином 
аденином | нином | $ пурином 


3-Метил-[-цикло- 

гексилурацил < 
1-Циклогексил- 

5,6-дигидроура- 

кВ 30 
1-Циклогексил-4- 

тиоурацил. .. 90 — 
1-Циклогексил- 

Урацил -.... 100 170 
(150=50 24) (300 = 100 2*) 
1-Циклогексилти- 

Нас 130 210 
5-Бром-1-цикло- 

гексилурацил . 240 550 

(350-75 24) (600-150 2+) 

5-Иод-1-цикло- 


гексилурацил . 220 — 


Сильная ассоциация наблюдается также между производными 
гипоксантина и цитозина. Константа ассоциации при 25° С в хлоро- 
форме для 2',3’-бензилиден-5/-О-тритилинозина и 2’,3’-бензилиден- 
5’-О-тритилцитидина, по данным ИК-спектров?!, составляет 
2.103 л/моль. 

Можно отметить следующие закономерности во влиянии заме- 
стителей на константу образования пар. 

1. Введение метильных заместителей по М№-3 в молекуле ура- 
цила или по экзоциклической аминогруппе аденина предотвращает 
образование пары; это означает, что в незамещенных соединениях 
протоны при №-3 участвуют в образовании водородной связи. . 

2. Насыщение в пиримидиновом цикле двойной связи С-5—С-6 
резко уменьшает стабильность комплекса, что связано, возможно, 
с уменьшением положительного характера водорода при №-3 ` 
это следует из факта увеличения рК„ дигидроурацила по ты 
нию с урацилом; см. стр. 190) и соответственно с понижением т 

енции к образованию водородной связи. : 
ь З ных ин. в стабильности р оаы 
при введении заместителя в положение 5 урацильного остат 


1 
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наблюдается. Так, и эл р 
торные заместители к (СНУ), и электроноакцеп- 
комплексов замещенных урацилов по -: личению стабильности 
НЫМИ. равнению с незамещен- 

Особ 

т о подчеркнуть, что не существует прямой зависимо- 
- м водородных связей и стабильностью комплекса 
Действительно, несмотря на то что и в димерных гомоассоциатах 
урацила и аденина, и в комплексе аденин - урацил число водород- 
ных связей одинаково, комплекс пары значительно более стабилен, 
ею при одинаковом числе водородных 
роизводных 2-аминопурина с производными 
урацила и в соответствующих комплексах аденина (б-аминопу- 
рина) последние являются в 2 раза более стабильными. Наконец, 
вопреки данным ИК-* 3? и ЯМР-спектроскопии", из которых сле- 
дует, что при взаимодействии 2,6-диаминопурина и урацила обра- 
зуются три водородные связи, стабильность возникающего ком” 
плекса много ниже, чем стабильность комплекса гуанин  цитозин. 
Таким образом, помимо числа водородных связей в стабилизации 
комплексов важную роль играют, по-видимому, и другие силы. 
В настоящее время принято считать, что это ван-дер-ваальсово- 
лондоновские взаимодействия между расположенными в одной 


плоскости основаниями. 


Теоретическое рассмотрение проблемы 
стабильности водородно-связанных пар 


Рассмотрение приведенных экспериментальных данных приво- 
дит к необходимости ответить на вопрос, почему при равном числе 
водородных связей одни ассоциаты более стабильны, чем другие. 
Удовлетворительный ответ может быть получен, исходя из мы 
менных теоретических представлении о роли рае 
лондоновских сил В стабилизации комплексов, образованных р 
родными связями. Для оценки энергии взаимодействия, А: 
шего за счет этих сил между основаниями, В настоящее вр 


существуют два подхода. 
т из них 33 рассматривает взаимо тер. ван 
ак два диполя и В соответств у С 
Ка ДОНОВСКИМИ силами подразумевает суммарный ани 
ваемый ДИПОЛЬ-ДИПОЛЬНЫМи взаимодействиями, ин и. 
между диполем одного основания и индуцир ини © 
гого и дисперсионными (лондоновскими) нЕ г еа. 
взаимодействиями между флуктуационнот и 
дуцированным им диполем. Е 
модействия вносят рассматриваемые И 
Такой подход дает Возможность ли, а 
поскольку основания В комплем рно! | 
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слишком близко друг к другу, чтобы их можно было Рассматри. 
вать как два независимых диполя. 

Более корректным, по-видимому, является другой подход — рас. 
сматривать взаимодействие оснований в паре как суммарный эф. 
фект взаимодействия отдельных атомов одного основания с ато. 
мами другого. При этом под ван-дер-ваальсово-лондоновскими 
взаимодействиями подразумевается суммарный эффект кулонов- 
ского взаимодействия между частичными зарядами атомов двух 
оснований (соответствующие силы обозначают Ерр), взаимодейст. 
вия между частичными зарядами атомов одного основания и инду- 
цированными ими диполями в другом основании (Ро) и, наконец, 
дисперсионные силы взаимодействия (лондоновские Еь) ‘между 
флуктуационно-возникающим диполем на одном основании и ин- 
дуцируемыми им диполями на другом. Общая энергия взаимодей- 
ствия оснований Е», таким образом, выразится суммой: 


р ОЕ 


Каждая из этих составляющих энергетических величин может 
быть оценена независимо. Наибольший вклад в сумму вносит член 
Ерр, который рассчитывают исходя из вычисленного квантовохи- 
мически распределения частичных о- и л-зарядов между атомами 
оснований (см. гл. 3). 

В табл. 4.5 приводятся значения энергии взаимодействия между 
различными основаниями, вычисленные для экспериментально оп- 
ределенных конфигураций соответствующих гомоассоциатов или 

вероятных (с точки зрения 
связей) конфигураций. Рас- 


аденин.тимин по Хугстину и Хашемей 
в табл. 4.5) выше, чем пары по Уотсо 
таблице), и выше стабильности любого из димерных гомоассоциа- 
тов аденина и тимина. Правильно предсказывается также значи- 
тельно более высокая стабильность пары гуанин - цитозин по срав- 
нению с парой аденин-тимин и с любой из гомоассоциативных пар 
гуанина и цитозина. Это означает, что из мономерных единиц будет 
происходить преимущественное образование пар аденин.тимин и 
гуанин . цитозин по сравнению с образованием гомоассоциатов. 
Энергия пар гуанин-тимин (—7,40 ккал/моль) и аденин - цитозин 
'(—7,75 ккал/моль) ниже энергии образования гомоассоциатов гуа- 
нозина (—14,52 ккал/моль) и цитозина (—12,97 ккал/моль), т. е. 
образование гетерогенных пар в этом случае менее выгодно по 
сравнению с образованием гомоассоциатов. Расчеты также в основ- 
ном правильно предсказывают структуру гомоассоциатов основа- 
ний в кристаллическом состоянии. Подобные результаты, но с уе 
том только электростатического взаимодействия получены так 
в работах 3%, 35, 


а 
“м. ПП. ОБЩИЕ ВОПРОСЫ ВЗАИ 
и МОДЕЙСТВИЯ ОСНОВАНИЯ 
д 
Таблица 4.5. Э 
= ‚ Энергетические ха 
р пар оснований и и та взаимодействия 
| ЖЗ ООИ 
нор _ 21 И 
Вск ; Атомные группы 
‚ уч 
Кул ВЗаимодействующие в образовании НОВ НЕ Ерр Ера Ер Е 
мов Нов. Скозания п 
В в пуриновом в 
Моде компоненте о ккал/моль 
ИИ 
Инд А 
нак У. денин -- тимин №-1 Н 
6) при М№-3 _ = 
) меж азы ао ыы 9-55 
у Е Н - — 
ит, ние | РАО 
И . = 
Моде, ы т а = 
Гуани Е Е 
уанин -- цитозин Е о ое: —15,91 | —2,02 | —1,25] —19,18 
= я 6-экзо-О 4-экзо-МНь 
ет денин -- аденин 6-экзо-МН. М-1 
—5,23| —0,11| — > 
Е член и №-1 6-экзо-МН, |` авт 
ОВОХи- уанин -+- гуанин Н при №-1 6-экзо-О 
- —13,37 | — — га 
атомами зы Н при №-1 Е ма 
2-экзо-МН. М-7 —579 | —0,73 | — 
Е. №-7 2-экзо-МНЬ } реа 
Тимин -- тимин Н при №-3 4-экзо-О 
“ Е = я = = 
я т В Ной №3 ‚62 0,38 | —1,19] —5,19 
Н при №-3 2-экзо-О —2,61| —0,15| — - 
зрения 2-экзо-О Н при №-3 : я а 
м Цитозин-+ цитозин о я о —10,65| —1,09 | —1,23| 12,97 
у р р 
т пары Аденин -+ цитозин б-экзо-МНь а т —6,20| —0,59 | —0,96 —7,75 
пара в -экзо-МНо 
т Гуанин -- тиМиНн ее О а: —4,41| —0,50| —0,58| —5,49 
: : -экзо- при №-3 
значи Н при №-1 4-экзо-О —6,24| —0,58 | —0,58| —7,40 
о сРав 6-экзо-О Н при №-3 
а м 
Е и Приведенный расчет относится к уже фиксированным конфигу- 
т бу, и рациям пар оснований и не исключает вероятности того, что с 
тмин точки зрения энергии ван-дер-ваальсовых взаимодействий имеются 
гов. и другие, более выгодные конфигурации. Поэтому интересно про- 
итоЗиН следить за изменением энергии взаимодействия при изменении от- 
в гу2" носительного положения оснований 35. Это можно сделать, фикси- 
е. ровав положение одного из оснований и, самым разнообразным 
авив только одно ограничи- 


т, 
о образом меняяположение другого, пост 
й лжны сближаться на рас- 


ти ов вающее условие: атомы оснований не до 
[0% ва стояние, меньшее суммы их ван-дер-ваальсовых радиусов. Рассчи- 
сно де- танные энергии кулоновского взаимодействия в зависимости от 

| взаимного расположения оснований имеют ярко выраженные 
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< ЫХ КИслот 


минимумы, соответствующие конфигурациям пар, 
водородными связями. Следует отметить, что в расчет 
рода не учитывается образование водородных связей Между ато. 
мами и рассматриваются только электростатические взаимодейст. 
вия. Тем не менее получающиеся наиболее стабильные конфигу- 
рации соответствуют традиционным конфигурациям связанных во- 
дородными связями пар. 

Эти расчеты не учитывают эффектов, связанных с Растворите- 
лем. Кроме того, здесь используются в качестве исходных данных 
суммарные о- и л-электронные плотности, рассчитываемые кванто 
вохимическим путем, что, как было показано в предыдущей главе, 
не очень точно *. Однако близкое соответствие экспериментальным 
данным позволяет сделать вывод, что в поперечном взаимодей- 
ствии между основаниями главными стабилизирующими силами 
Являются именно ван-дер-ваальсово-лондоновские силы. 


связанных 
ах такого 


11. ХАРАКТЕРИСТИКА ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ ОСНОВАНИИ 


НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ И ИХ ПРОИЗВОДНЫХ В ВОДНЫХ 
РАСТВОРАХ . 


Если в неводных растворах и в кристаллическом состоянии ос- 
нования, нуклеозиды и нуклеотиды ассоциируют путем образова- 
ния водородных связей, то в водных растворах взаимодействий 
между мономерными компонентами нуклеиновых кислот (и их 
аналогами) не наблюдается, как это следует, например, из изуче- 
ния спектров комбинационного рассеяния смесей комплементарных 
нуклеозидов при концентрации 1,0 М 35. Тем не менее в водных рас- 
творах для мономеров наблюдается сильная ассоциация вертикаль- 
ного типа, при которой основания, располагаясь друг над другом 
В параллельных плоскостях, образуют «стопку» (межплоскостные 
взаимодействия). Ниже рассмотрены экспериментальные доказа- 


тельства и кратко теоретическая трактовка этого типа взаимодей- 
ствия. 


1. Ассоциация и гомоассоциация оснований, 
нуклеозидов и нуклеотидов 


Одной из первых работ, в которых было показано существова- 
ние ассоциатов оснований и нуклеозидов, явилось исследование 
изменения давления пара раствора с изменением поннентрация пу. 
рина, уридина и цитидина 37. В результате были ею 
станты равновесия ассоциации и установлено, что образуютс 


ые 
* Тем не менее расчеты взаимодействия между основаниями, ай 
с использованием различных распределений электронных плотвосте ы кие 
ных с использованием различных методов разными авторами), т много распо- 
качественные картины зависимости энергии взаимодействия от вза 
ложения оснований 35, 
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боры ас 
ое а ое число мономеров (в соот- 
новесий). Константы равнов 

= р есия ассоциации, 
ты да работе, а также в последующих работах подоб- 

‚ приведены в табл. 4.6. Из сопостав . 

РЕ: ления их 
можно сделать следующие выводы. а 


и 4.6. Константы гомоассоциации оснований и нуклеозидов 
данным изменения давления пара водных растворов при 25° С) 


Соединение Кассоц» Литера- 

моль_ тура 
Е т 40 
Е Метилинозиыи ео. 18—2,0 г. 
Пури о а... 2,1 87 
Рибозилнурин . еее 69 38 

ты 40 
АО Е 4,5 38 
2’-О-Метиладенозин „еее 5,1 38 
2’-Дезоксиаденозин ‚еее 4,7—7,5 38 

12 40 
6-Метилпурин ‚уе еее нь 6,7 839 
6-экзо-М-Метиладенозин . „еее 11,8— 14,9 38 
6-экзо-М№-Метил-2/-дезоксиаденозин . .....* 15,9 38 
6-экзо-М, М-Диметиладенозин . 22,2 38 
И па: 0,61 38 

0,70 40 
а а. а 0,87 Г 
=Бромуридин хо а ее я 
О И О ых 40 
2”.Дезоксицитидин , еее * 0,9 40 
9-Метилпурин . еее еее ея 1,8 50 
9-Этилпурин = еее 2,06 50 
9-Изопропилиурин +... * ВОВ 2,28 50 
9-трет-Бутилпурин . т * 2,49 50 
6-трет-Бутилпурин т * 8,72 =) 
9-трег-Бутилпурин - те К 9,18 Г 
8-Изопропилпурин + +: ея, 4,37 


у за- 
* Значение Кассоц Эпределялось 40 также по изменению константы седиментации в а-. 


оказалось равным 2,0. 
имости от концентрации при ультрацентрифугировании и 
= Значение Кассоц» определенное 40 по коэффициенту седиментации, равно 1,7. 


*** Значение Кассоц» определенное 40 по коэффициенту седиментации, равно 12; 


ородными связями, поскольку 


1. Ассоциация вызвана не вод 
х константы ассоциации в ря- 


наблюдаемые изменения в величина 


дах : 
2’-дезоксиаденозин < 6-экзо-М-метил-2’-дезоксиаденозин 


аденозин < 6-экзо-М-метиладенозин < 6-экзо-М, М-диметиладенозин 
инозин < 1-метилинозин 
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наблюдаться при заме" 
положны тем, которые должны еще. 
м и ажвльную группу протонов, способных к образованию В 
Ее и не оказывает значительного влияния на вели. 
2. Остаток С это следует из сравнения значений кон. 
чину взаимодействия, как о 
станты равновесия пурина, рибозилпурина, . Рибо-, дезок. 
сирибо- и 2’-О-метилрибопроизводных, так что ассоциация яв. 
ляется в основном специфическим свойством оснований. 
3. Введение метильного заместителя или галогена в гетероци- 
клическое ядро увеличивает величину константы ассоциации, 
Образование ассоциатов происходит также в растворах смесей 
нуклеозидов, однако по данным об изменении давления пара“ 
нельзя оценить взаимодействие между различными основаниями, 
Константы ассоциации между различными основаниями можно оп- 
ределить по изменению растворимости одних оснований в присут- 


ствии других. Полученные таким путем значения приведены ниже 
(при 25,5 °С): 


К. Кассоц» 
ассоц» ассоц, 

— еиствук ая пара = 

Взаимодействующая пара НЕЕ Взаимодействующ, р. Ей 


Аденин + пурин .... 9,3 Аденин -- фенол 
Аденин + цитозин ... 4,6—5,0 Тимин - пурин 
Аденин + уридин..... 43—49 Тимин - уридин 


Аденин -- пиримидин_.. 1,8—2,3 Тимин + пиримидин . ... 


учае различных основа- 

вряд ли играет существенную 

одействия между комплементар- 

не превосходит по величине 

которую можно оценить по 
пары аденин -{ пурин. 

данных по ассоциации между 

по гомоассоциации (см. табл. 

ых растворах степень ассоциа- 


Пуриновое Пуриновое Пиримидиновое 
основание основание основание 
> НР Ся 


+ 
Пуриновое Пиримидиновое Пиримидиновое 
основание основание основание 


причем 


Аденин Тимин Цитозин у 
я ВЕТ НБ 2 Е 


—- зе 
Аденин Тимин Цитозйн Урацил 


ая пара К ао 

моль“! 
те 
ее. 16-3 
вы: 111512 
г... 08-09 


ЛИЧНЫХ ОСНОВа- 
существенную 


в. 
я 
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Следует отметить также, что для гуанина гомоассоциация, по- 
видимому, выражена сильнее, чем для других оснований, как это 
следует из сильных отклонений свойств даже разбавленных рас- 
творов дезоксигуанозина от идеальных “0. Введение фосфатного 
остатка не предотвращает гомоассоциации, о чем можно судить, 
например, по результатам изучения седиментационных равновесий 
растворов аденозин-5’-фосфата “1. 

Совокупность рассмотренных данных, таким образом, дает ин- 
формацию о степени взаимодействия между основаниями, но не 
позволяет ничего сказать о взаимном расположении взаимодейст- 
вующих оснований в образующемся комплексе. Информация та- 
кого рода может быть получена на основе анализа изменения спек- 
тров ЯМР растворов различных пуриновых и пиримидиновых про- 
изводных в РО в зависимости от их концентрации (см. ниже). 


2. Термодинамические константы гомоассоциации 
пуриновых и пиримидиновых производных 


Для некоторых пуриновых и пиримидиновых производных 
рассчитаны энтальтии и энтропии гомоассоциации 42, 43. Эти вели- 


чины приведены в табл. 4.7. 


Таблица 4.7. Термодинамические константы гомоассоциации некоторых 
пуриновых и пиримидиновых производных (в воде при 25° С) 


Ь Литера- 45$, Литера- =. Литера- 

Соединение ккал/моль тура э. е. тура ккал/моль тура 
Пурин ....* —4,2+0,2 42 —13 42 — 0,44 39 
6-Метилпурин ..| —6,0=0,4 42 —16 42 —1;12 39 
Пуринрибозид .. —2,5=01 43 —7 43 — 0,380 38 
Дезоксиаденозин —3,7=0,6 43 —7 43 — 1,5 40 
Цитидин ‹ь.- —2,8=0,1 43 —10 43 0,080 87 
Уридин.....| —27=0 43 —10 43 0,290 37 


Легко видеть, что нет корреляции между изменениями свобод- 
ной энергии взаимодействия и энтальпийными изменениями. Все 
соединения имеют значительно различающиеся величины энтропии 


гомоассоциации. 


3. Концентрационные изменения оптических свойств 
растворов мономерных компонентов нуклеиновых кислот 


Взаимодействие оснований в водных растворах приводит также 
к отклонению оптических свойств таких растворов от аддитивности. 
Так, например, при увеличении концентрации растворов 
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40 т - 
дезоксиаденозина наблюдается се уменьшение МольНок) 
` коэффициента экстинкции * (рН 6, 7): 


—3 ы 2959,5 иик*10—3 
од 8959,5 инк" 2207 ик моль|л 8259,5 мик"10—° гу мик.10- 
но , 


—2 
Е 10 13,9 
275.10, — 153 21,0 и 199 ы 
а — 3,04 - 10- в 
64. 10 15,0 Э 
7.64. 10- - 
1,02. 10-2 144 20,0 4,25. 10`, 13,2 у) 
206-10? 14 19,9 4,50. 10 1371 


Эти данные свидетельствуют об образовании гомоассоциатов, 


4. Концентрационные изменения спектров ЯМР 
растворов оснований и нуклеозидов ? 


При увеличении концентрации пуриновых производных в ВОД- 
ных растворах наблюдаются заметные сдвиги сигналов протонного 
резонанса в сторону сильных полей, причем величина сдвига тем 


Таблица 4.8. Зависимость величин химического сдвига протонов 
от концентрации соединений в р,0 т 


(изменение концентрации от 0 до 0,2 М; частота генератора 60 Мгц) 


Дб, гц 


Темпера- 
Соединение тура, про- про- 
°С тоны | тоны 

при при 
С-6 С-и 


ИНоВинХ 
1-Метилинозин 


15,2 
о ааа о 
6-экзо-М-Метиладенозин о 11,8—14,9 
2-Дезоксиаденозин*. . =: 47—75 
2’-О-Метиладенозин . д 7 8 = 751 
/- езоксиаденозин*. , ы ыы 


——— 


к: Изменение концентрации от 0 до 0,1 М, 


ция с изменением адсорбции и дисперсии оптического вращения 
е для гуанозин-3”- и гуанозин-5’-фосфатов 44, *, изогуанозина - 


ок учаах, по-видимому, помимо чистого взаимодействия между 
аний происходит об азование выс иерных комплексов, 
связанных водородными Ла р окополимер 


Кассоц 
моль 


в. : м г к ВА 
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больше, чем боль 
вания (табл. 4.8) о оные < 
пературы “+, 43, 50, п у шаются при повышении тем- 
‚ при замене воды органическими растворите 47 
и р а и 9 а < 
а 
ы и образованием комплексов, 
уложены в стопки, так что плоскость одного 
основания параллельна плоскости 
другого “751. При такой конфор- 
мации комплексов протоны каж- 
дого из оснований должны быть 
дополнительно экранированы за 
счет магнитной анизотропии, вы- 
зываемой токами кольца другого 
основания. В случае растворов 
пиримидиновых производных этот 
эффект не обнаруживается ао. 
в присутствии пуриновых произ- 
водных такие сдвиги сигналов Рис. 4.Б. Схематическое изображение 
протонов пиримидинов в сторону вероятных „средних“ конформаций 
сильных полей наблюдаются. В и ах (о ну- 
свою очередь, пиримидиновые  тиром оОрИжЖен В удален 
производные уменьшают сдвиги, ный от наблюдателя) 38, 
вызываемые взаимодействием пу- 
риновых оснований в 
Из данных ЯМР можно получить некоторые сведения о конфор- 
мации образующихся комплексов 38,48,50 (речь идет о средней кон- 
формации, поскольку энергии ассоциации имеют порядок величи- 
ны ЁТ и, следовательно, комплексы, обладающие разной конфор- 
мацией, быстро превращаются друг в друга). Из табл. 4.8 видно, 
что Аб протонов при С-2 существенно выше, чем для протонов при 
С-8 или С-! во всех исследованных соединениях. Это, очевидно, 
вызвано тем, что существует какой-то предпочтительный тип взаи- 
модействия оснований с определенным положением их относи- 
тельно друг друга в стопке. Наиболее вероятные конформации, 
объясняющие наблюдаемые различия в химических сдвигах про- 
тонов в нуклеозидах, изображены на рис. 4.5. Однако, по-видимо» 
му, существуют и другие способы взаимодействия оснований 
(см. 48; 50) . 


5. Изменение свойств оснований, входящих 
в состав олигонуклеотидов, по сравнению 
с мономерными соединениями 


Межплоскостные взаимодействия оснований еще более сильны, 
когда основания входят в состав. олиго- и полинуклеотидов. Основ- 
ным критерием таких взаимодействий в олигонуклеотидах является 


ГЛ. 4 ВТОРИЧНАЯ СТРУКТУРА НУКЛЕИНОВЫХ КИсдот 


отклонение оптических свойств от от, Т. ©. от карти ы, 
получаемой при суммировании соответствующих характеристик ©. 
ставляющих мономеров. Это отклонение четко прослеживается уже 
на простейших и Монофосфата, 
(присутствие второй фосфатной группы оказывает незначител 


ЬНов 
влияние на оптические свойства). В этих соединениях по стериче. 
ским соображениям невозможно образование внутримолекулярной 


водородной связи между основаниями, и поскольку наблюдаемые 
эффекты не зависят от концентрации *, то нет и межмолекулярной 
ассоциации. Следовательно, изменение оптических свойств обуслов- 
лено внутримолекулярным взаимодействием оснований — путем об. 
разования стопки. 

Гипохромный эффект. В квантовой механике взаимодействие 
света с веществом связано с определенным для каждого вещества 
вектором и, называемым моментом перехода. Величина и направ- 
ление этого вектора зависят от волновой функции состояния, в ко- 
тором электрон находился до взаимодействия (основное состоя- 
ние), и от волновой функции состояния, в которое электрон пере- 
шел под влиянием светового кванта (возбужденное состояние). 

Поглощается только та часть света, электрический вектор кото- 
рой параллелен моменту перехода. Интенсивность поглощения за- 
висит от абсолютной величины [№]. В классическом представлении 


взаимодействующую со светом моле 
осциллятора, колеб 


рехода, и считать 


й 


положения фиксированы, То за счет взаимодействия моментов пе- 
рехода (или в классическом представлении — осцилляторов) 


поглощения можно характеризовать 
роцентной гипохромии й, определяе- 


„-(1- 2 ® ) о (1) 
——— м 
Е Независимость от концентрации наблюдается в интервале концентраций 
04 — 10-8 моль/ оптических определений. При более вы- 
соких концентрациях порядка (10-3 — [0-1 моль|л), которые применяются для 
исследований ассоциация олигонуклеотидов 31 **. 
кие методы исследования белков а, 
» Под ред, Лазуркина Ю, С., Изд. «Наука», 1967, стр. 11% 


‘авлении 
Ъ В ВИДЕ 
›нта пе- 
ется на 
›лекулы 
ичем их 
тов Пе 
яторов 
ениться 
генений 
ИИ, ко" 
В част” 
и опре 
щения 
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где гд(^) и — 
А мольные коэффициенты экстинкции динуклео- 
ата и эквимольной смеси входящих в его 

ты состав мо- 
ли 

р ^, обычно выбирают соответствующей максимуму 

Е са динуклеозидмонофосфата. Другой величиной, с по- 

Ра о характеризуют уменьшение интенсивности погло- 
я, процентный гипохромизм Я, оп лый 56 

о р ‚ определяемый °° фор- 


н-| Е п] 100 © 

Здесь [д и {м — так называемые силы осцилляторов, которые не- 
посредственно связаны с величиной момента перехода и и могут 
быть вычислены теоретически или определены экспериментально из 
площади пика поглощения, соответствующего данному электрон- 
ному переходу в спектре, по формуле 


м 
1=432. 10-2 | 2 ал (3) 
С 


где /, — длина волны минимума поглощения в коротковолновой об- 
ласти; \2— длина волны в длинноволновой области, при которой 
2(^) становится равной нулю. 

Гипохромные эффекты в динуклеозидмонофосфатах различ- 
ного состава хорошо известны 55—62. В табл. 4.9 в качестве примера 
приводятся процентная гипохромия и процентный гипохромизм 
всех 16 возможных обычных динуклеозидмонофосфатов при трех 
значениях рН 56. Видно, что во всех случаях наблюдается заметное 
понижение адсорбции УФ-света по сравнению с составляющими 
мономерами. Если оба основания в динуклеозидфосфате при дан- 
ном рН заряжены одинаково, можно ожидать, что взаимодействия 
между ними не будет из-за отталкивания одноименных зарядов. 
И действительно, в большинстве случаев, наблюдается уменьшение 
гипохромных эффектов при протонировании или депротонировании 
обоих оснований в динуклеозидмонофосфате, хотя имеются и не 
совсем понятные исключения, когда гипохромия при этом возра- 
стает (ОрЧ и ЧРЧ при рН 7и 11,5 соответственно). 

При повышении температуры оптическая плотность увеличи- 
вается и поглощение динуклеозидфосфатов становится равным или 
по крайней мере близким суммарному поглощению смеси компо- 
нентов той же концентрации 55 57, 60,67 Это также означает, что 
между основаниями в динуклеозидфосфатах существует опреде 
ленное взаимодействие. 

Наличие гипохромного 
ствии оснований, однако ег 


эффекта свидетельствует о взаимодей- 
о отсутствие еще не означает, что взаи- 
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модействия нет, и попытки ряда авторов по величине гипохромного 
эффекта разделить основания на способные и неспособные к меж. 


плоскостному взаимодействию 5% 59° мало обоснованы. Это относится 
гакже к данным, полученным с помощью измерения дисперсии оп. 
тического вращения и циркулярного дихроизма (см. ниже). 


Таблица 4.9. Процентный гипохромизм Н и процентная гипохромия й 
динуклеозидмонофосфатов * при различных РН (25° С, ионная сила 0,1) 58 


Н, п, , о 

* % % 

Соединение [ооо 
при РН 1 при рН 11,5 


@рС (6,8) (10,7) 4,4 
Ср@ (9,8) 5,4 
Юра 5,6 (3,0) 
@ри С 6,2 

ОрА 3,3 

АРО 3,0 

@рА (3,7) 

Ар@ (3,0) 

Сру 27 

Орс 3,2 

Арс (1,8) 

СрА (— 1,0) 

АрА (0,3) 

СрС (0,1) 

ра (0,5) 

ОРУ 3,0 


* В скобки взяты величины для соединений, в которых оба основания при данном значе- 
нии рН заряжены. 


Обращает на себя внимание различная величина гипохромных 
эффектов изомерных динуклеозидфосфатов. Возможно, что в дан- 
ном случае взаимное расположение оснований в стопке для двух 
изомеров различно. 

Дисперсия оптического вращения и круговой дихроизм. Еще 6б0- 
лее заметны изменения свойств оснований в составе олигонуклео- 
тидов (по сравнению с мономерными компонентами) при сопостав- 
лении кривых дисперсии оптического вращения и кругового дихро- 
изма в ультрафиолетовой областн. 

Большая часть доступных в настоящее время данных относится 
к динуклеозидмонофосфатам и тринуклеозиддифосфатам. Пока- 
зано, что наличие концевой фосфатной группы в положении 5’ мало 


920 200 240 280 


200 240 280 
Я, ммк 


дисперсии оптического враще- 


Рис. 4.6. Кривые оптической плотности и 
мерных составляющих при 


ния ряда динуклеозидмонофосфатов и их моно 
нейтральных значениях рН а 


240 
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ется на спектре кругового дихроизма и стабильности ассо. 
Кс инуклеозидмонофосфатах *?" **, в то время как 3 `Конце. 
циации в а группа существенно влияет и на спектр кругового 
вая Фот ие и на дисперсию оптического вращения 38 дин. 
овидирнофовфатов, ое ок. 
ний в них 327. 


280 920 


Рис. 4.7. Кривые дисперсии оптического вращения изомерных динуклео- 
зидмонофосфатов при нейтральных значениях рН 56, 


На рис. 4.6 приводятся к 
сии оптиче 


рации. С 


ы кривая дисперсии оптического 
вращения 


ижается к кривой дисперсии оп- 


11. ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ ОСНОВАНИЙ И ИХ ПРОИЗВОДНЫХ В РАСТВОРАХ 241 


тического вращения 56,61 суммы мономеров. Подобные эффекты 
наблюдаются и для тринуклеозиддифосфатов, где также вряд ли 
возможно образование внутримолекулярной водородной  свя- 
зи 8—6. Как и в случае гипохромного эффекта, можно ожидать, 
что дисперсия оптического вращения будет меняться с изменением 
рН, приближаясь к дисперсии суммы мономеров, когда оба осно- 
вания в динуклеозидфосфате заряжены. 

За меру отклонения дисперсии оптического вращения динуклео- 
зидфосфата от аддитивности можно принять абсолютную величину 
максимальной разницы [Фх — У Ф»| вращения динуклеозидфосфата 
и суммы мономеров, которая определяется путем построения зави- 
симости [Ф.— УФЫ от длины волны Л. Из данных табл. 4.10, где 
приводятся величины этой разности для разных динуклеозидмоно- 
фосфатов при трех различных значениях рН, можно заключить, что 
такой эффект действительно наблюдается. Таким образом, диспер- 
сия оптического вращения также показывает, что между основа- 

` ниями в динуклеотидах существует определенное взаимодействие. 

Из данных по дисперсии оптического вращения можно сде- 
лать определенные выводы относительно взаимной ориентации 


Таблица 4.10. Значения [Ф.—2%®,„] динуклеозидмонофосфатов 


при различных РН (25° С, ионная сила 0,1) 0 
=И 10=4 ‚= р 
о оо д. и 4 | бро | 2 

@рС (1,1) * 265 0.38 293 0,31 276 
Ср@ (0,30) 265 0,68 273 0,59 273 
Ор@а 0,32 257 0,90 273 0,16 270; 250 
@рЧ 1,62 257 0,74 255 0,17 251 
ПрА 0,23 263 0,32 267 0,03 262 
АРЧ 0,18 262 0,80 261 0,37 262 
@рА (0,31) 275 0,76 277 0,16 265 
Ара (0,45) 273 1,08 270- 0,75 258 
Сру 0,70 272 1,22 265 0,78 267 
ОрС 0,49 275 0,57 267 0,22 270 
Арс (0,28) 270 1,52 265 1,33 264 
СрА (0,11) 270 1,11 263 т 265 
АРА (0,36) 257 2,86 260 272 260 
СрС (0,43) 280 1,61 272 1,57 271 
@р@ (0,58) 253 0,66 249 (0) зе 
ОРУ 0,67 263 0,67 264 (0,19) 240 


* В скобки взяты величины для соединений, в которых оба основания при данном зна» 
чении рН заряжены. 
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оснований в динуклеозидфосфатах. аГеоретические расчеты эфф, 
та дисперсии оптического вращения”, выполненные в предп 


нии, что основания в динуклеозидфосфате образуют правов 


щую спираль с углом поворота 


рис. 4.8, дают качественно верную картину дисперсии 


левовращающая спираль дает 


й оба 
т 
57/7/2712 


Рис. 4.8. Схематическое изображение 
возможного расположения оснований 
в олигонуклеотиде (показан трину- 
клеотидный фрагмент), вытекающее 
из сопоставления расчетных и экспе- 
риментальных данных дисперсии опти- 
ческого вращения. Правовращающая 
спираль (у> 0) 57, 


существует межплоскостное взаи 
вие, например, ярко проявляется 


зинциклофосфата (рис. 4.10). При 
нала от протонов динуклеотида, ч 


ценном расположении оснований 


лы сдвинуты в сторону сильных пол 
кислотой, что должно наблюдаться 


ного комплекса. При повышении 


остаются два сигнала, которые сдв 
что говорит о нарушении взаимод 


6. Термодинамические характеристики взаимодействия 
между основаниями в динуклеозидфосфатах 


Из данных ЯМР так же, как и из данных по дисперсии ой 
ского вращения и круговому дихроизму (см. стр. 238), следует, а 
при наличии взаимодействия оснований в олигонуклеотиде эт 


ОЛоже. 
Ращаю. 
у = 36°, как это изображено на 


- › Тогда как 
противоположный знак Эффекта 


Коттона. 
Аналогичную информацию 
кругового дихро- 


дают спектры 

изма 68—". На рис. 4.9 приведе- 
ны спектры кругового дихроизма 
некоторых  динуклеозидмонофос- 
фатов в сопоставлении со спект- 
рами соответствующих мономер- 
ных единиц (нуклеозидов или 
нуклеотидов). Наблюдаемая раз- 
ница практически исчезает при 
повышении температуры. Из 
данных кругового  дихроизма, 
сопоставленных с теоретически- 
ми расчетами, также следует, 
что угол поворота ‘у должен быть 
положительным и иметь вели- 
чину”! между 30 и 45°. 

Наконец, в последнее время 
стали доступны спектры 
ЯМР некоторых олигонуклеоти- 
Дов 1, 72—75, 318—322. 3 этих данных 
также следует, что между осно- 
ваниями в динуклеозидфосфатах 
модействие. Такое взаимодейст- 
в спектре ЯМР аденилиладено- 
5°С наблюдаются четыре сиг- 
то свидетельствует о неравно- 
в комплексе. Кроме того, сигна- 
ей по сравнению с адениловой 
при образовании межплоскост- 
температур до 67°С в спектре 
инуты в сторону слабых полей, 
ействия между основаниями. 


Дихроизни, 
оретически: 
е следуя, 
олжен быть 
меть вел 
) 


днее время 
спектре 
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олигонуклеотид существует преимущественно в конформации пра- 
вовинтовой спирали, нуклеозидные звенья которой находятся в 
анти-конфигурации 318-322 Взаимное расположение, а следователь- 
но, и сила взаимодействия между составляющими олигонуклеотид 
основаниями определяется целым рядом факторов. 


Я, ммк 


Рис. 4.9. Спектры кругового дихроизма ряда динуклеозидмонофосфатов 
(сплошные кривые) и составляющих их мономерных единиц (пунктирные 
кривые); 20°С, рН 7,0 53. 


Кривые дисперсии оптического вращения и кругового дихроиз- 
ма дидезоксирибонуклеозидфосфатов и диарабинонуклеозидфосфа- 
тов меньше отличаются от рассчитанных для суммы компонентов 
и мало меняются с температурой 88, 323—326 по сравнению с рибопро- 
изводными. Спектры кругового дихроизма смешанных динуклео- 
зидфосфатов, содержащих рибозильные и дезоксирибозильные или 
арабинозильные звенья, изменяются в зависимости от последова- 
тельности этих звеньев. Если остаток дезоксирибозы или араби- 
нозы принимает участие в образовании фосфодиэфирной связи за 
счет гидроксильной группы при С-3’, то спектр кругового дихро- 
изма такого динуклеозидфосфата не отличается от спектра смеси 
составляющих компонентов 32%, 325, 327, Если же остаток дезоксири- 
бозы или арабинозы участвует в фосфодиэфирной связи за счет 
гидроксильной группы при С-5/, то спектр кругового дихроизма 
этого динуклеозидфосфата практически совпадает со спектром 
аналогичного дирибонуклеозидфосфата 824, 325, 827, ы 

Спектры кругового дихроизма олигонуклеотидов с 2’,5'-фосфо- 
диэфирной связью мало отличаются от спектров суммы мономерных 
компонентов и лишь незначительно меняются с температурон, 
как показано напримере цитидилил- (2/—>5’) -цитидина. 
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Эти данные могут свидетельствовать либо 0б отсутствии взаимо. 
действия между основаниями в динуклеозидфосфатах, либо 0 спе. 
цифическом взаимном расположении их моментов перехода. Однако 
спектры ЯМР аденилил- (2’—5’)-цитидина 318 свидетельствуют о 
значительном перекрывании плоскостей оснований, даже более ВЫ. 
раженном, чем в случае цитидилил- (3—5') -аденозина. Можно по- 
этому полагать, что отсутствие эффекта взаимодействия в спектрах 
кругового дихроизма является следет. 
вием специфического взаимного распо- 
ложения составляющих оснований, а не 
отсутствия взаимодействия 318, 

Выше (см. стр. 240) уже отмечалось, 
что изомерные динуклеозидфосфаты раз- 
личаются по дисперсии оптического вра- 
щения и круговому дихроизму. Спектры 
ЯМР дают основания полагать 318, что в 
АрО остаток урацила перекрывается с 
шестичленным циклом остатка аденина, 
тогда как в ОрА такое перекрывание 
происходит с  пятичленным циклом 
остатка аденина. Этот вывод согла- 
суется с данными по титрованию ука- 
занных изомеров кислотами и щелоча- 
ми "3. Определенные в этом случае кон- 
станты ассоциации для ОрА и АРЦ ока- 


4.10; © МР 
о рее зались равными соответственно 0,05 и 


туре 5 (нижняя кривая) и 0,4]. 
67° С (верхняя кривая). Ион- На основании имеющихся данных 


ная сила 0,1 рр 7,1 74. Вели- 
Е ь : акие из 
чины химических сдвигов ДОВОЛЬНО трудно определить, к 


даны в гц относительно саг- ОСНований более, а какие менее способ- 
нала ТМС. ны к ассоциации. Тем не менее из дан- 
ных по диспе 
б 


циации, полученными методом 
МС!) 78; 


.. 0,00 
0,05 


Данное заключение также, кажется, согласуется с данными 
ЯМР 318, показывающими, что в Ор@ остаток урацила перекры- 
вается остатком гуанина в меньшей степени, чем остатки цитозина 
и гуанина в составе Ср@. з 

Исходя из спектров кругового дихроизма, был и 
того, вывод о малой способности к ассоциации гуанина 328, Одна 


ерекрывань 
ТМ ЦИКЛАХ 
ЫВОД (01 
ванию } 
И щелом 
‚лучае ко 
г АрО ок 
ю 0401 
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данные ЯМР позволяют считать, что перекрывание остатков осно- 
ваний в АрС и @рС больше, чем в АРА и АрС соответственно. 

Были предприняты попытки количественного определения тер- 
модинамических параметров ассоциации оснований в составе оли- 
гонуклеотидов. Если принять, что возможны только два состояния 
динуклеозидфосфатов —с взаимодействующими и невзаимодейст- 
вующими основаниями, — то можно на основании температурной 
зависимости каких-либо характеристик взаимодействия и при ус- 
ловии знания этих характеристик для предельных состояний опре- 
делить термодинамические параметры перехода: 


Взаимодействующие > Невзаимодействующие 
основания ре основания 


Такие определения были выполнены для ряда динуклеозидмо- 
нофосфатов на основе изменений дисперсии оптического враще- 
ния 61, 62,77, кругового дихроизма 5%, 69, 76 71, 327, 328, оптической плот- 
ности 57, 60 и, наконец, изменений сигналов ЯМР 74 с температурой. 


Таблица 4.11. Термодинамические параметры перехода взаимодействующие 
основания <” невзаимодействующие основания 
по данным различных методов 


Измерения дисперсии оптического вращения проводились при РН 7, 25,2% 14С| 61; опре- 
деления кругового дихроизма — при РН 7,5, 4,7 М КЕ, 0,01 М трис-буфер 689 


По данным дисперсии По данным циркулярного 
оптического вращения дихроизма т * 
Соединение Вы 2 
до, 45°, АН°, 45°, 
ккал/моль э. е. ккал/моль э. е. 
АрА 5,3 20 8 2,8 25 
Ара 4,8 18 = — — 
Арс 6,2 22 6,1 21 25 
АрЧ 8,4 32 6,7 24 И 
СрА 5,6 20 6,1 22 9 
@рС 7,8 28 — — = 
@рЧ 6,8 25 — — == 
СрА 7,3 27 7,0 24 15 
СрС 6,9 25 7,5 25 24 
СрЧ 7,8 28 6,8 24 6 
ОрА 5,1 21 — — г*. 
Ора 6,0 23 — — = 
ОрС 6,2 22 = —- = 
1810) 7,8 29 — сы = 


* Ти -—так называемая температура плавления перехода, при которой концентрации 
соединений с взаимодействующими и невзаимодействующими основаниями равны (определя- 
лась по данным кругового дихроизма), 


ГЛ. 4. ВТОРИЧНАЯ СТРУКТУРА НУКЛЕИНОВЫХ кисло: 
“ЛОТ 


В табл. 4.11 приводятся найденные с помощью методов дисперсии 
оптического вращения и кругового дихроизма значения ряда термо. 
динамических параметров перехода для динуклеозидмонофосфатов 
Из табличных данных следует, что эти два метода приводят к до. 
вольно различным значениям термодинамических параметров; ве. 
личины, получаемые для разных пар внутри каждого метода, до- 
вольно близки. Еще более отчетливо это проявляется при сравне- 
нии констант, например, для АрА, полученных с помощью Двух 
данных и других методов (табл. 4.12). 


Таблица 4.12. Величины энтальпии денатурации АрА 
по данным различных методов 


А 


АН 
Метод ккал/моль Литература 


ЕЕ ЕКО ВЕ Бе 


Дисперсия оптического вращения 61 


УФ-Спектроскопия 


Круговой дихроизм 
ЯМР (для АрА > р) 


Значительные расхождения в величинах термодинамических 
констант перехода, по данным различных методов, могут быть вы- 
званы двумя причинами. Во-первых, могут быть неверно найдены 
предельные значения, характеризующие полностью взаимодейст- 
вующую и полностью невзаимодействующую молекулы. Во-вторых, 
гипотеза о существовании только двух состояний может быть не. 
верна, и имеется целый ряд промежуточных состояний между пол- 
ностью ассоциированной и полностью диссоциированной формами. 

Вне всякого сомнения, предельные значения устанавливаются 
существующими методами чрезвычайно неточно; тем не менее, по- 
скольку различия величин, характеризующих ассоциацию, столь 
велики, есть основания считать, что вторая причина 6! может быть 
основательнее. Были сделаны попытки разработать модель со мно- 
гими состояниями 79, 61, однако полученные при этом результаты 
также неадекватно объясняют экспериментально наблюдаемые ве- 
ЛИЧиНы. 

Подводя итог приведенному выше экспериментальному мате- 
риалу по взаимодействию оснований в водной среде, надо еще раз 
отметить следующие основные выводы: 

1. В водных растворах свободные основания, нуклеозиды и ну- 
клеотиды, а также основания, входящие в состав олигонуклеотидов, 
способны к ассоциации с образованием комплексов, в которых пло- 
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скость одного основания 
другого. 

2. Взаимодействие такого 
олигонуклеотидов. 


3. Из данных по мономерным компонентам следует, что пурино- 
вые основания ассоциируют сильнее, чем пиримидиновые: с этим 
согласуются и данные по динуклеозидмонофосфатам. Урацильное 
ядро взаимодействует слабее остальных. 

4. Образующиеся ассоциаты ассиметричны, причем в случае 
олигонуклеотидов взаимное расположение плоскостей соседних ос- 
нований зависит от их последовательности. 

5. Указанные ассоциаты разрушаются органическими раство- 


рителями, повышением температуры и изменением кислотности 
среды. 


расположена параллельно плоскости 


рода выражено сильнее в случае 


7. Природа сил, стабилизующих ассоциаты 
оснований в водном растворе 


Стабильность ассоциатов в растворах, очевидно, определяется 
двумя факторами, а именно: силами взаимодействия оснований 
друг с другом и эффектами, связанными с взаимодействием раство- 
рителя со свободными и ассоциированными основаниями. 

Взаимодействие оснований друг с другом в основном обуслов- 
лено, по-видимому, ван-дер-ваальсово-лондоновскими силами (см. 
стр: 227). 

Сопоставление расчетных 80 данных с экспериментальными дан- 
ными по ЛН® оснований (см. табл. 4.7) показывает, что при рас- 
чете получаются довольно сильно завышенные результаты, хотя и 
правильно предсказывается увеличёние ассоциации б-метилпурина 
по сравнению с пурином. К сожалению, возможно сопоставление 
только этих двух соединений, остальные определения энтальпии 
проведены на нуклеозидах, тогда как расчеты выполнены для осно- 
ваний. Эти расчеты дают значения свободной энергии без учета 
энтропийного фактора; они несопоставимы с приводимыми ранее 
величинами констант ассоциации, поскольку энтропийные измене- 
ния при гомоассоциации разных оснований могут быть различными 
(см. табл. 4.7). 

Тем не менее обращает на себя внимание большая разница 
энергий взаимодействия урацила и цитозина при гомоассоциации 
и при ассоциации с пурином. Это, возможно, объясняет экспери- 
ментально наблюдаемое различие в свойствах соответствующих 
динуклеозидмонофосфатов. Следует отметить, однако, что экспери- 
ментально определяемые величины энтальпии Е ури- 
дина и цитидина близки между собой (см. табл. 4.7). - 

Теория влияния растворителя на ассоциацию оснований нукле- 
иновых кислот разработана в настоящее время далеко не во всех 
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деталях. Наиболее подробные исследования В этом Направлени 
проведены Синаноглу и др. 8% 82. Аналогичные расчеты, ХОТЯ И отл , 
чающиеся в деталях, проведены также Пюльманом 90. Здесь прив. 
дится обсуждение по схеме, данной в последней работе. Рассмат. 
риваются два эффекта, связанные с влиянием растворителя, Во. 
первых, это различные для ассоциированных и свободн 


ЫХ молекул 
эффекты электростатического взаимодействия, приводящие К изме- 
ассоциации ДР,. Величину АЕ, мы 
еским изменением 


изменение поверх. 

с растворителем 
нНЫм молекулам, 
‚ Эту величину мы | 


рованных к ассоциирова 

что приводит к изменению свободной энергии АР; 

будем называть изменением поверхностной свободной энергии. 
Фактор ДЕ,. За счет электростатических взаимодействий 


С растворителем стабилизуется состояние, характеризующееся 
большим дипольным момен 


водит к большей стабилиза 


зин - цитозин > ЛА, п 
-- пурин. Величина ЛЕ 
Фактор ДР,. Изме 


‚ может быть рассмотрено как состоя- 
щее из двух частей. Во-первых, з 


гии поверхностного натяжения: 


ДЕ! =УЛА 


где у — поверхностное натяжение; ЛА 
переходе от комплекса к несвязанны 

Во-вторых, в выражение АЕ вх 
рактеризующая изменение числа у 
рителя вокруг растворенного вещес 


— изменение поверхности при 
м молекулам. 

ИГ 
одит составляющая ДЕ”, ха- 
порядоченных молекул раство- 
тва при ассоциации: 


АР =—ТА$" 


и к 
где Г — абсолютная температура; ЛА$и — изменение энтропии рас 
творителя при переходе из объема в поверхностный слой. 

Величина ЛЕ” мала по сравнению с ДАп; оба эти изменения 


энергии приводят к стабилизации комплекса по сравнению с дис- 
социированными молекулами, 


МИ. Это пре 
10 сравнении 
Уи обладая 
[ПОЛЬНЫХ № 
И минимуму 
‚ приводит к 
пары цито 
ры пурин + 
нию с А 
и с измене 
ства с рас 
как состоя” 
нение энер" 
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Можно провести оценку величин изменения 
при образовании ассоциатов Ри-- Ри и Ру-- Ру, если прин 
что неассоциированные основания образуют в ето г 
о а формы с площадью основания 30 А? для Ру 
И д и. тогда разность в величине поверхности между сво- 
бодными основаниями и комплексом будет определяться разностью 
поверхностеи, которая в случае пиримидинов равна 2 Х 30 А? ав 
случае пуринов 2 Х 50 А?. Величина АР (равная сумме факторов 


/ и! 

АРви АЁи) для пуринов равна -14 ккал/моль, а для пиримиди- 
нов ^8,4 ккал/моль. Это означает, что пурины должны быть бо- 
лее склонны к ассоциации, чем -пиримидины. Такой подход к влия- 
нию растворителя дает ответ на вопрос, почему органические рас- 
творители, поверхностная энергия которых меньше, чем у воды, 
оказывают дестабилизирующее влияние на межплоскостные взаи- 
модействия, а также позволяет понять закономерности влияния 
растворителя на некоторые химические реакции, в частности на 
процесс фотодимеризации тимина 83 (см. гл. 12). 

Результаты теоретических расчетов, проведенных для оценки 
ван-дер-ваальсово-лондоновских сил и влияния растворителя в 
процессе ассоциации оснований, можно рассматривать лишь как 
сугубо качественные. Тем не менее они полезны для понимания 
относительной роли различных факторов, приводящих к возник- 
новению вторичной структуры нуклеиновых кислот. 

Рассмотренные два типа взаимодействия оснований: попереч- 
ные (путем образования водородных связей со стабилизацией за 
счет ван-дер-ваальсово-лондоновских сил) и межплоскостные взаи- 
модействия — определяют стабильность и специфичность структу- 
ры нуклеиновых кислот. В определенных случаях имеют место оба 
типа взаимодействия (как, например, в ДНК или РНК), в других 
реализуются только межплоскостные взаимодействия (в односпи- 
ральных гомополинуклеотидах). Далее будут рассмотрены кон- 
кретные черты вторичной и третичной структур полинуклеотидов. 


свободной энергии 


ГУ. ИССЛЕДОВАНИЕ МАКРОСТРУКТУРЫ 
ДВУХЦЕПОЧЕЧНЫХ ДНК 


Одним из краеугольных камней современной молекулярной 


биологии является гипотеза Уотсона и Крика '!, выдвинутая ими 
в 1953 г. Эта гипотеза обобщила имевшиеся к ГоМУ времени дан- 
ные о структуре и функциях ДНК и стимулировала Е 
чественно новых подходов к уе а: $ 
нальной роли нуклеиновых кислот. , } 
гипотезы тео и Крика! принцип комплементарностк оыл кЫ 
пользован для объяснения механизмов ет о 
формации как при воспроизведении генов, так о м 
белка. В дальнейшем эти механизмы нашли экспериме! 
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“ОТ 
подтверждение в работах Корнберга по матричному синтезу 
Берга — по матричному синтезу РНК на ДНК ив работах Ни 
ренберга и Кораны по коду белкового синтеза. 


1. Гипотеза Уотсона и Крика 


К моменту выдвижения гипотезы Уотсона и Крика ъ & суще. 
ствовало несколько вариантов описания структуры ДНК, однако 
ни один из них не мог объяснить ряд фундаментальных проблем, 
Наиболее важной из них был вопрос о том, каким образом обла. 
дающие разными размерами основания, в определенном, но не. 
повторяющемся порядке расположенные вдоль полинуклеотидной 
цепи, могут давать высокосимметричную картину дифракции рент. 
геновских лучей. 

Выдвижение гипотезы Уотсона и Крика стало возможным бла. 
годаря накоплению фактов, касающихся химического строения и 
нуклеотидного состава ДНК. Когда обсуждают эту проблему, 
обычно в качестве основного фактора, способствовавшего ВОЗНИК- 
новению гипотезы, называют открытые Чаргаффом закономерно- 
сти (см. стр. 59) в нуклеотидном составе различных ДНК, из 
которых следовало, что отношения аденин:тимин и гуанин : цито- 
зин для всех исследованных к тому времени молекул примерно 
равны 1. Указывают также на имевшиеся тогда рентгеноструктур- 
ные данные, из которых можно было сделать вывод, что ДНК 
имеет спиральное и высокосимметричное строение. Здесь следует 


на и Крика при выяснении 
структуры ДНК было построение стервохимических моделей, не 


а также по конформаци 
М-гликозидной связи 93. 


Используя всю эту сов 


окупность фактов, и удалось построить 
адекватную модель ДНК. я 


роена для одной из двух иЗ- 
вестных в то время форм ДНК (см. ниже) — формы В, поскольку 

х данных, относящихся к ней, можно было 
извлечь больше информации о геометрии молекулы. Такой анализ 


и. препаратов ДНК дал возможность сделать следующие 
ы: 


акономерно- 
ых ДНК, в 
уанин : цито- 
‘л примерно 
ноструктур- 
‚ ЧТО 

есь следует 
выяснении 
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1. Структура ДНК может быть представлена в виде высоко- 
симметричной спирали. 

2. Параметры этой спирали не зависят от состава ДНК; ра- 
диус спирали 10—12 А, период идентичности 34 А и расстояние 
между основаниями, плоскости которых перпендикулярны оси спи- 
рали, 3,4 А, так что на период идентичности в одной цепи при- 
ходится 10 оснований. 

3. В сочетании с данными по плотности препаратов ДНК сле- 
дует принять, что в молекуле ДНК содержатся две полинуклео- 
тидные цепочки. 

Следовательно, модель структуры должна быть такой, чтобы 
вне зависимости от нуклеотидного состава и порядка чередования 
нуклеотидных звеньев вдоль цепи получалась одна и та же спи- 
раль. Это возможно лишь в том случае, если мономерные единицы 
двойной спирали одинаковы по размерам и симметрии. Отвлекаясь 
на время от вопроса о том, каким образом различные по размерам 
основания могут образовывать одинаковые по размерам мономер- 
ные звенья в двойной спирали, следует попытаться построить мо- 
дель двойной спирали с одинаковыми мономерными единицами 
с тем, чтобы выяснить возможные расположения фосфатно-угле- 
водного остова молекулы. Построение такой стереохимической 
модели, удовлетворяющей рентгеноструктурным данным и прин- 
ципу соблюдения ван-дер-ваальсовых радиусов, позволило сделать 
вывод, что фосфатные группы должны быть расположены на внеш- 
ней стороне спирали, а основания — внутри. 

Другой вопрос, связанный со структурой ДНК, заключается в 
следующем: соответствует ли периоду идентичности полный виток 
спирали или его половина. Второй вариант возможен, если двой- 
ная спираль ДНК имеет ось симметрии второго порядка, парал- 
лельную оси спирали. В первом случае (для того, чтобы на период 
идентичности приходилось 10 нуклеотидов) угол между направле- 
нием М-гликозидных связей соседних оснований в одной цепи дол- 
жен быть равным 36°, во втором случае — 18°. Построение стерео- 
химической модели одной из цепей дало возможность сделать 
выбор в пользу первого варианта — соответствие периода идентич- 
ности полному витку спирали, — поскольку во втором случае не- 
возможно построить модель без нарушения ван-дер-ваальсовых 
радиусов. 

Таким образом, не выдвигая конкретных соображений по по- 
воду структуры мономерных единиц, удалось ответить на два су- 
щественных вопроса: о расположении фосфатных групп и о соот- 
ветствии одного витка спирали ее периоду идентичности. 

Следующим шагом в построении модели является гипотеза о 
силах, удерживающих вместе две полинуклеотидные цепочки ДНК. 
Уотсон и Крик высказали предположение, что это является след- 
ствием образования водородных связей между основаниями, 
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которые, как уже было ясно, дай и. Спи. 
рали. Отсюда сразу вытекало два необходи следствия: 

1. Связи должны образовываться между пуриновыми и Пири. 
мидиновыми основаниями, поскольку именно от таких пар Можно 
ожидать близких размеров для разных оснований; пары Ри + р, 
и Ру + Ру сильно отличались бы друг от друга. 

2. В соответствии с правилом Чаргаффа пары должны обра. 
зоваться только между гуанином и цитозином и аденином и ура- 
Цилом. с 

Для того чтобы удовлетворять требованию высокой симметрич- 
ности спирали, пары должны отвечать следующим требованиям: 

1. Необходимо, чтобы расстояние между гликозидными свя- 
зями оснований, образующих пару, были близки для обеих пар. 

2. Углы, образуемые гликозидными связями, должны быть при- 
мерно равными в обеих парах. 

3. Для того чтобы обеспечить эквивалентность всех углевод- 
ных и фосфатных групп в двойной спирали, полинуклеотидная 
цепочка должна обладать осью симметрии второго порядка, пер- 
пендикулярной оси спирали. В соответствии с этим №-гликозид- 
ные связи также имеют ось симметрии второго порядка. На 
основании рентгеноструктурных данных относительно размеров 
оснований и их конформации, а также предположения о кето-амино- 
таутомерных формах оснований были построены модели пар осно- 
ваний в составе полинуклеотида (рис. 4.11), и оказалось, что они 
удовлетворяют всем перечисленным выше требованиям. 

Наконец, последний вопрос —о типе спирали (правовращаю- 
щая или левовращающая) был также решен путем построения 
стереохимической модели, в которой основания образовывали ком- 
плементарные пары аденин-урацил и гуанин . цитозин. При этом 
использовались данные по конформации дезоксирибозы, длине и 
расположению М-гликозидной связи и длине и углах связей РО 


орядка перпендикулярна оси 
› составляющих молекулу, долж- 


парах) составляет 36°. Основания расположены вдоль оси парал- 
лельно друг другу, и ‘их плоскости составляют угол при- 
мерно 90° с осью спирали; плоскости дезоксирибофуранозного 
кольца почти параллельны оси спирали. Основания, образующие 
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асток пары, втобящий 6’ большой желобок 


Комплементарные 
пары овновиний 


Й 


я ы 
Уиаоток пары втодящий 8 мельй желобок 


Рис. 4.11. Схематическое изоб 
осбваний (2. ражение двойной спирали ДНК *" (а) и комплементарных пар 
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комплементарную пару, расположены в одной плоскости. Схема. 
тическое изображение полученной модели дано на рис. 4.11, д, 

Таким образом, модель, предложенная Уотсоном и Криком, 
соответствовала рентгеноструктурным данным и давала структуру 
ДНК, позволявшую не только объяснить ее физико-химические 
свойства, но и выдвинуть предположение о способе удвоения ДНК 
в процессе репликации на основании принципа комплементарно- 
сти. Однако модель нуждалась в экспериментальных подтверж- 
дениях. 

Прежде всего необходимо было доказать, что кето- и амино- 
группы оснований действительно принимают участие в образова- 
нии водородных связей. Существуют ряд доказательств правиль- 
ности этого предположения. 

1. Еще до построения модели были известны данные по по- 
тенциометрическому титрованию ДНК, согласно которым титро- 
вание нативных препаратов ДНК приводит в конечном итоге к не- 
обратимым изменениям кислотно-основных свойств ДНК. Кривая 
обратного титрования существенно отличается от кривой прямого 
титрования: точки эквивалентности нативной ДНК сдвинуты в 
значительно более кислую область при кислотном и в значительно 
более щелочную область при щелочном титровании по сравнению 
с соответствующими точками при обратном титровании. 

Это дало основание считать, что титруемые группы оснований 
нуклеиновых кислот принимают участие в образовании водород- 
ных связей $5. 

2. В ИК-спектрах растворов в Р.О двухспиральных синтетиче- 
ских полирибонуклеотидов, могущих служить моделями ДНК, на- 
. блюдаются типичные для образования водородных связей сдвиги 

_ характеристических частот кето- и аминогрупп оснований °, 97, 

3. Существование водородных связей в водных растворах ДНК 
подтверждается также измерениями скорости изотопного обмена 
с дейтерием и тритием 38, °, 341, 342 Эти измерения показывают, что 
в ДНК имеется определенное число сравнительно медленно обме- 
нивающихся протонов п, которое зависит от содержания пар аде- 
нин-тимин и гуанин - цитозин в молекуле ДНК 341, 342. 

4. В случае двухспиральной ДНК не наблюдается реакции ами- 
ногрупп оснований с формальдегидом (см. гл. 6), что свидетель- 
ствует, если не об их участии в образовании водородных связей, 
то по крайней мере об их сильной пространственной экранирован- 
ности (в соответствии с моделью Уотсона и Крика). | 

Необходимо было также доказать строгую специфичность взаи- 
модействия оснований. Доказательства этого рода были получены 
как на уровне мономеров (см. стр. 218), так и на уровне взаимо- 
действия синтетических полинуклеотидов. Оказалось, что полимер- 
ные производные аденина (полинуклеотиды) взаимодействуют из- 
бирательно с производными урацила, но не цитозина, так Же как 
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Сохранение формы В в водном растворе следует из данных по 
малоуглевому ренттеновскому рассеянию, которые определяют 
расстояние между соседними парами оснований в растворе ДНК, 
равным 3,2 А в соответствии с моделью формы В 197, 333, 334. Однако 
в водном растворе ДНК ведет себя как линейная молекула, если 


6 
только ее длина достаточно мала (мол. вес <0,3 - 10°). При увели- 
г чении длины полинуклеотида его 


свойства постепенно — прибли- 
жаются к свойствам статистиче- 
ского клубка и при молекуляр- 
ных весах выше 100.108 могут 
быть полностью описаны на ос- 
новании этой модели 108—110. 

Форма С 6, третья и наиме- 
нее влажная из всех трех фор- 
ма, имеет виток спирали, состоя- 
щий из 9,3 нуклеотидных пар, и 
основания в ней отклонены от 
перпендикуляра к оси спирали 
на 5°. 


2. Вторичная и высшие 
х структуры циклических ДНК 


Рис. 4.12. Электронные микрофото- е 
графии ковалентно-замкнутых цикли- Значительный интерес пред- 
ческих ДНК митохондрий ооцитов Х. ставляет структура недавно от- 
1аео15 (а) и циклической ДНК этого же крытых циклических ДНК. Вы- 
проноодании 6 одним разрымм ше (см. стр. 48) уже уп 
миналось о существовании Двух 
типов циклических молекул 

ДНК: нековалентно-замкнутой и ковалентно-замкнутой цикличе- 
ской ДНК. Вторичная структура таких молекул не отличается от 
вторичной структуры линейных ДНК, т. е. эти молекулы, очевид- 
но, представляют собой обычную двойную спираль В-формы. ° 

В случае ковалентно-замкнутых ДНК появляются характерные 
особенности, которые необходимо рассмотреть более подробно 
ввиду важной роли этого типа ДНК в биологических систе- 
мах 11. 835. 

Доказательства существования таких ДНК были рассмотрены 
в гл. | (см. стр. 48}. Эти молекулы отличаются от линейных и н?- 
ковалентно-замкнутых циклических ДНК значительно более высо- 
ким коэффициентом седиментации '!№ 112. Так, например, реплика- 
тивная форма ДНК фага ФХ174, обладающая ковалентно-замкну- 
той структурой ''?, имеет коэффициент седиментации в 2 М Мас 
при нейтральных значениях РН, равный 21 $, тогда как эта же 
ДНК, но с разрывами в одной из цепей имеет коэффициент седи- 


си спирали 


шие 
ских ДНК 


рес пре 
давно 0 
(НК. В" 
уже УМ 


‚ третичной структуры, в которой двойная спираль типа Уотсона — 


1У. ИССЛЕДОВАНИЕ МАКРОСТРУКТУРЫ ДВУХЦЕПОЧЕЧНЫХ ДНК 


ментации 17$ *. На электронных мик 

рофотографиях видны - 
ни ря между о и Кова 

у циклическими ДНК (рис. 4.12). Во втором слу 

четливо видны циклические формы, тогда как в ой ие Е 
блюдается большое число пересечений между нелями ПЕН Бы 
данные позволяют сделать предположение о наличии у т. 
замкнутых циклических ДНК (из природных объектов) особой 


Крика уложена таким образом, что она образует еще дополни- 

тельную суперспираль, как это схематически изображено на 

рис. 4.13. Такая суперспираль может быть тороидальной 

(рис. 4.13, а) или самозакручивающейся (рис. 4.13,0). Эффект 

сверхспирализации наблюдается только для циклических ковалент- 

но-замкнутых ДНК, выделенных из природных объектов или полу- 

ченных с помощью полинуклеотид-лигазы (ДНК-лигазы 7?" 315, 316). 

Разрыв хотя бы одной фосфодиэфирной связи в сверхспиральной 

ДНК (например, под действием ДНК-зы) приводит к образованию 

нескрученной циклической молекулы. 
Можно провести топологическое рассмотрение образования 

сверхспиральных структур !??—1*. Предположим, что в некоторых 

определенных условиях линейная двухцепочечная двухспиральная 

молекула имеет число витков двойной спирали, равное Е ина 

мыкается в этих условиях в циклическую 

структуру, так что 5’-конец каждой из це- 

пей соединяется с 3/-концом этой же цепи. 

При этом ось двойной спирали образует 

плоский цикл, а каждая из цепей по-пре- 

жнему совершает вокруг нее © витков, как 

и в линейной молекуле. Если теперь изме- 

нить внешние условия, так что число вит- 

ков двойной спирали изменится и станет | 

не равным & (обозначим это новое число а б 

витков через В), то в силу замкнутости цик- 

ла ось двойной спирали сама станет спи- Рис. 4.13. Схематическое 

ральной, образуя сверхспираль и компен- ее (6) 

сируя таким образом изменение числа ВИТ- форм  сверхепиральной 


ков двойной спирали. - молекулы ковалентно, 
На рис. 4.14 схематически представлен замкнутой циклическо 


2 а НК. 
гипотетический случай, когда в Исходной ДНК 


* О связи тидродинамических характеристик © молекулярным весом цик“ 
лической ДНК см. 8. И 
** В структуре Уотсона и Крика число ВИТКОВ ДО (тем о 

й ако п 
общего числа пар оснований в молекуле. Одн р ИЯ (см. стр. 259). Число а 


иеньшат 
ратуры, рН среды и т. д.) это число может у» р 
равно ‘также числу витков каждой из цепей вокруг оси спирали или вокру! 


другой цепи. 


17 Зак. 614 
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линейной двухцепочечной молекуле & равно 0 


5 е не. 
спирализованные цепи). Замыкание такой молекулы в цикл 
циклическую структуру из двух цепей без сверх-спи 


"А КИСЛОТ 
— 


(две отдельны 


Дает 
рализации 


(рис. 4.14, а). При закручивании цепей этой последней структуры 
в правовинтовую двойную спираль, например, по типу Уотсона — 
Крика ось молекулы должна образовывать либо правовращающую 
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Рис. 4.14. Схема ния сверхспиральных структур в циклической 
Ковалентно-замкнутой ДНК при а < В (см. текст). 


самозакручивающуюся (рис. 4.14, б), 
идальную (рис. 4.14, в) сверхспираль. 
сверхспиралей (обоих типов) равно ч 
витков двойной спирали. Если бы две цепи образовали левовинто- 
вую двойную спираль, то направление витков сверхспиралей бы- 
ло бы противоположным разобранному выше. 

Если исходная линейная молекула уже спирализована по пра- 
вовинтовому типу и после замыкания в цикл при изменении усло- 
вий число правых витков увеличивалось, так что [В] > [4], то ось 
молекулы должна образовывать либо левовинтовую тороидальную, 
либо правовинтовую самозакручивающуюся сверхспираль с числом 
витков, равным числу вновь образованных витков двойной спирали 
[2] = [©] — [8]. При уменьшении числа витков двойной спирали после 
циклизации получились бы сверхспирали противоположного на- 
правления. Если условиться считать величины аи В положитель- 
ными для правовинтовых двойных спиралей, то число и направле- 
ние витков сверхспирали задаются простой формулой т=@` В. 


либо левовращающую торо- 
При этом число витков т 
ислу вновь образовавшихся 


яя 
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При В > а образуется левовинтовая тороида 
не нь сверхспираль. В соответствии с при- 
ее ормутой такие сверхспирали характеризуются отрица- 
ом т. Правовинтовая тороидальная и левовинтовая 
самозакручивающаяся сверхепирали образуются при В < а и ха- 
рактеризуются положительным знаком т. 
се известные в настоящее время ковалентно-замкнутые цикли- 
ческие ДНК, выделенные из природных объектов, обладают сверх- 
спирализацией правовинтового самозакручивающегося типа (1<0). 
Сверхспирали с т>0 образуются в искусственных условиях при 
расплетании двойной спирали в ковалентно-замкнутых ДНК (из 
природных источников) под действием внешних факторов (см., на- 
пример, стр. 271). 

Таким образом, число и направление витков сверхспирали зави- 
сит от условий, в которых происходит замыкание ковалентного 
цикла (они определяют величину ©), и от условий, в которых рас- 
сматривается изучаемая молекула (определяют величину В). Изу- 
чение сверхспирализации ДНК, замкнутых № 9Йго с помощью 
ДНК-лигазы 315, 316, 331, 332, подтверждает это положение. При этом 
оказывается 315, что степень сверхспирализации в каждых данных 
условиях зависит от соотношения температуры и ионной силы 
среды при образовании сверхспирали и в процессе замыкания 
цикла *. Очень высокую степень сверхспирализации удается полу- 
чить 316, если замыкание цикла проводить в присутствии интерка- 
лирующих красителей (вызывающих частичное расплетание двой- 
ной спирали ДНК), а после циклизации удалить их из молекулы 
ДНК. Исследование сверхспирализации ковалентно-замкнутых 
ДНК, выделенных из различных источников, может пролить свет 
на условия их образования #1 00. В качестве меры степени сверх- 
спирализации ДНК можно принять число витков сверхспирали, 
приходящееся на единицу длины молекулы. Иногда используют 
величину а, называемую плотностью сверхспирали, которая яв- 
ляется частным от деления числа сверхспиральных витков т на 
число В°, равное '/» общего числа нуклеотидов в изучаемой двух- 


спиральной молекуле. в = 1 


Изучение третичной структуры еблических ДНК с помощью 
интеркалирующих красителей. Как известно 2, фенантридиновый 


краситель этидийбромид 


льная или правовин- 


ты 


<<? 
а 
Е 

«> СьН; Вг 


г 
* Предполагают, что изменение нонной силы сре, 


среднего угла поворота соседних пар основании в 
331, 33; 
тельно друг друга ` 


лы приводит к изменению 
двойной спирали относи- 


17* 
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способен взаимодействовать с ДНК. При этом предполагают 387 
что ароматический цикл красителя внедряется (интеркалируется} 
между двумя соседними парами оснований *, уменьшая Угол по. 
ворота между ними примерно на 12°. По мере внедрения ЭТИДий- 
бромида должно происходить, следовательно, расплетание двой- 
ной спирали, что для циклической ДНК означает уменьшение в. 
При начальном условии © < В действие красителя должно приво- 
дить к уменьшению числа супервитков, и молекула ДНК в целом 
должна стремиться к плоской циклической конфигурации, в кото- 
рой о = В. По мере дальнейшего внедрения красителя В стано- 
вится меньше @, и следует ожидать закручивания суперспирали в 
противоположную сторону. 

В том случае, когда уже в исходной молекуле « >> В, молекула 
ДНК не будет превращаться под действием этидийбромида в 
исходную плоскую форму, закручиваясь сильнее по мере увеличе- 
ния количества внедрившегося в нее красителя. Есть данные, что 
по мере увеличения количества внедрившегося красителя коэффи- 
циент седиментации циклических ДНК сначала убывает, а затем, 
пройдя через минимум, начинает возрастать, стремясь в пределе к 
постоянному значению 126, 127, 

Минимальное значение коэффициента седиментации соответ- 
ствует, очевидно, превращению молекулы из сверхспирализован- 
ной в плоскую циклическую; последующее увеличение коэффициен- 
та седиментации соответствует закручиванию в противоположную 
сторону. Эти опыты показывают, что в ДНК, выделенных из при- 
родных источников, © < В. Из данных подобного рода можно оце- 
нить число сверхспиральных витков в циклической ДНК. Зная 
число молей связанного красителя, приходящееся на одну пару 
нуклеотидов в точке эквивалентности, молекулярный вес ДНК и 
угол поворота, вызываемого внедрением молекулы красителя, лег- 
ко рассчитать, сколько витков двойной спирали и, следовательно, 
суперспирали разовьется под действием данного количества кра- 
сителя. 

Эксперименты такого рода приводят к выводу, что во многих 
случаях плотности сверхспирали о для различных ДНК близки по 
величине и для ДНК вирусов папиломы 127, 128, митохондриальной 
ДНК печени цыпленка 128, ДНК вируса $5У 40124 и вируса по- 
лиомы !?7, 128 о колеблются от —0,03 до —0,04. Подобные значения 
получены также для циклических ДНК из Е. 0332 фага 392 н 
репликативной формы ДНК фага ФХ174 338. Значительно более низ- 
кие значения плотности сверхспирали найдены для ДНК клеток 
НеГа и яиц морского ежа 316, 

Число и знак сверхспиральных витков могут быть определены 
также с помощью электронной микроскопии !14, 1259, 336. 


* Аналогичный эффект вызывают антибиотики, такие, как актиномицин 338, 


`. 
“, 


У. ИССЛЕДОВАНИЕ ВТОРИЧНОЙ СТРУКТУРЫ ДВУХЦЕПОЧЕЧНЫХ РНК 


Можно полагать 
тых ДНК 
выше, что придает таким мол 
линейных ДНК свойства. 
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‚› Что во всех циклических ковале 
нтно-замкну- 
наблюдаются третичные структуры, п ь 


одобные описанным 


екулам особые, отличные от обычных 


У. ИССЛЕДОВАНИЕ ВТОРИЧНОЙ СТРУКТУРЫ 


ДВУХЦЕПОЧЕЧНЫХ РНК 


В настоящее время уже известно 180-—№й довольно значительное 
количество двухспиральных РНК, которые отличаются от обычных 
односпиральных следующими показателями: 


1. Подчиняются правилу Чаргаффа (т. е. отношения аде- 


нин : урацил и гуанин : цитозин примерно 


равны 1). 


2. Обладают значительно более низкой молярной экстинкцией, 


чем обычные РНК. 


3. При нагревании подвергаются кооперативному переходу из 
спиральной в денатурированную форму (см. ниже). 
4. В обычных условиях не реагируют с формальдегидом, что ха- 


рактерно для двухспиральных водород- 
но-связанных молекул. 

5. Обладают значительно большей 
устойчивостью по отношению к дейст- 
вию рибонуклеазы по сравнению с обыч- 
ными РНК. 

Строение двухспиральных РНК из 
различных объектов за последнее время 
довольно интенсивно исследовалось с 
помощью  рентгеноструктурного  мето- 
да 130—133, 136, 140 однако до сих пор не 
удалось получить столь же. определен- 
ных выводов о тонкой структуре моле- 
кулы, как в случае ДНК. Для РНК ви- 
руса карликовости риса !38 на основании 
данных рентгеноструктурного анализа и 
кругового дихроизма в ИК-области была 
принята структура, которая отличается 
от структуры А- и В-форм днк. Если 
принять, что атомы фосфора этой РНК 
образуют стенки цилиндра, то диаметр 
цилиндра равен 18 или 24 А с числом 


З 

з Ширина 

з малого 

Е желобка 
© 

5 

з 

Е ирина 

& А—большог9 
< желобка 
3 

а Зелеводно- 
о ‘росратная 


> 


Рис. 4.15. Одна из возмож- 
ных макроструктур двух- 
спиральной РНК вируса кар- 
ликовости риса 135, 


нуклеотидов на один виток спирали, равным 10 (рис. 4.15). Одна- 


ко проведенные 


недавно исследования структуры кристаллов 


двухспиральных РНК реовируса '3'—133 показывают, что рентгено- 
граммы хорошо согласуются с двумя возможными моделями двух- 


спиральной РНК, одна из которых вкл 


ючает 10 нуклеотидных 


звеньев на виток спирали, а другая 11. Для первой модели осно- 
вания должны быть отклонены от перпендикуляра к оси спирали 
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на 10°, для второй — на 14°. В первой модели (10 нуклеотидов 
виток) основания повернуты относительно друг друга на 36° =. 
второй модели — на 32,7°. Расстояние между парами основа 
для двух моделей равно 3 и 2,73 А соответственно ПРИ высоте вит. 
ка в обоих случаях 30 А. Несмотря на то что вторая модель — 
11 нуклеотидами на виток спирали — несколько лучше согласуется 
с экспериментальными данными, в настоящее время нельзя исклю. 
чить и нервую модель, с 10 нуклеотидами на виток спирали *. 
Отличительной чертой двухспиральной РНК является независи- 
мость конформации от содержания воды в кристалле 142, 43 что 
наблюдается также для синтетических двухспиральных полирибо- 
нуклеотидов. По-видимому, эти отличительные особенности свя- 
заны не с тем фактом, что в РНК содержится урацил вместо ти. 
мина (в ), поскольку ДНК фага РВ$2, котор 
урацил вместо тимина, обладает обычной для 
цией 144. Следовательно, можно п 
вания оснований в молек 


НИЙ 


ствин синтетических полири показывает, что ди- 
фракционную картину, ой для двухспираль- 
ных РНК, дают лишь те двойные спирали, которые образованы 
комплементарными полинуклеотидами 143. Таким образом, отличие 
конформации двухспиральной РНК от двухспиральной ДНК свя- 
зано, по-видимому, с различиями в строении углеводного остатка 
в этих двух макромолекулах. 


УГ. РАЗРУШЕНИЕ МАКРОМОЛЕКУЛЯРНОЙ СТРУКТУРЫ 
ДВУХСПИРАЛЬНЫХ МОЛЕКУЛ (ДЕНАТУРАЦИЯ) 


Вторичная структура двухспиральных ** двухцепочечных нук- 
леиновых кислот может быть разрушена в результате различных 


«односпиральный» полинуклеотид пони- 
ой имеются лишь межплоскостные (стопоч- 
основаниями цепи. Под термином «двух- 
структура, в которой помимо указанного 
образование комплементарных пар осно- 
ам одной цепи или разным полинуклео- 
ные взаимодействия могут вовлекаться 
цепей (двухспиральная ДНК) или лишь 
льные структуры (например, тРНК). 


| 


| 


УТ. ДЕНАТУРАЦИЯ 


воздей й 
ии Е В зависимости от степени воздействия может 
я или частичная потеря харг } 
о Н арактерных для й- 
ной спирали свойств, и в Пе. 

, конечном итоге могут об 
К ыы полинуклеотидные цепи. < в - 
сл 

а. в нагревать раствор двухспиральных полину- 
Е а некотором, определенном для данного полинуклео- 
рвале температур, наблюдается резкое изменение свойств 


> 
> 
-] 


ео 
© 


Относительная 
оптическая влотность при 280 ммк 
—^ 
р 


62 58 "т. 80 88 92 8 
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Рис. 4.16. Изменение оптической плотности при 260 ‘мик в процессе дена- 
турации двухспиральных полинуклеотидов '*5: 


1-—ДНК Мусовасейит рШеёз 2— ДНК $еггайа тагсезсеи$; 3— ДНК Езспейста со; 
4— ДНК зобной железы теленка; 5 —ДНК спермы лосося; 6 — ДНК Рёр1ососсиз рпеито- 
сосеиз: `7— двухспиральный комплекс поли-аАЧТ; все в 0,1 М растворе Мас! с добавкой 
0,015 М цитрата натрия. 


раствора — возрастание оптической плотности, уменьшение оптиче- 
ского вращения и вязкости, увеличение коэффициента седимента- 
ции ит. д. Эти изменения связаны с разрушением двухспиральной 
молекулы, приводящим в конечном итоге к разделению двух ком- 
плементарных полинуклеотидных цепей. Наиболее распространен- 
ным способом детектирования момента такого перехода является 
измерение оптической плотности в процессе денатурации. На 
рис. 4.16 в качестве примера приведено изменение оптической плот- 
ности различных ДНК при нагревании. Видно, что увеличение 
плотности происходит в довольно узком интервале температур, 
причем, начиная с некоторой температуры, поглощение вновь пере- 
стает меняться. Если принять, что оптическая плотность при низкой 
температуре соответствует полностью спирализованной молекуле, 
а в конце плавления — молекуле с полностью разрушенной вторич- 
ной структурой, то легко вычислить долю спиральных 9 и неспи- 
ральных 1 — @ участков в некоторой промежуточной точке пере- 
хода по формуле 
О — 0 


6 В» - До 
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где О.о — оптическая плотность раствора полностью Денатуриро. 
ванной молекулы; О; — оптическая плотность раствора полинуклео. 
тида при некоторой промежуточной температуре; [о — оптическая 
плотность раствора полинуклеотида при низкой температуре. 
Температура, при которой доли спиральных и неспиральных 
Участков равны (6 =1— 6 = 0,5), называется температурой пла. 
вления полинуклеотида и обо. 
значается Ти (рис. 4.17). Для 
данного двухспирального поли. 
нуклеотида при — постоянных 
внешних условиях (значение рН, 
ионная сила среды, давление и 
т. д.) величина Ть постоянна И 
характеризует стабильность 
двухспиральной структуры. Дру- 
гой характеристикой процесса 
денатурации является ширина 
интервала перехода из нативного 


Фитимеская плотность 


АТп 


Температура, р в денатурированное состояние 

АТи, которая отражает коопера- 
Рис. ч Анализ кривой денатура- тивность перехода, т. е. степень 
ций ДНК (ем. текст). одновременности разрушения 


всех звеньев спиральной струк: 
туры при повышении температуры. Если бы все звенья ДНК раз- 


лю (см. стр. 263). Величина АТь определяется разностью темпера- 
тур, при которых касательная к точке То на кривой зависимости 
— 9 от температуры пересекает прямые 1—0 = 1 (полная дена- 
турация) и 1—0 =0 (отсутствие денатурации), как показано на 
рис. 4.1716; Для двухспиральных молекул характерна довольно 
малая величина АГь (3—7°С), что существенно отличает их от 
односпиральных и частично двухспиральных молекул. 
Температура плавления двухспиральных молекул зависит от 
многих факторов, важнейшие из которых рассмотрены ниже. 


1. Факторы, влияющие на тепловую денатурацию 


Длина молекулы. С уменьшением молекулярного веса поли- 
нуклеотида величина его Гы понижается 147—151, Этот эффект иссле- 
довался на природных и синтетических полинуклеотидах и особен- 
но четко проявляется в случае коротких олигомеров. Так, напри- 
мер, при взаимодействии поли-А и поли-О в присутствии ионов 
магния в О›О при рО7 тетрануклеотиды образуют комплекс с 


ВНОГО 
ояние 
пера- 
епень 
тения 
трук 
раз- 
АТ» 
)оиС- 
ряд 
1:6 
ера- 
ости 


У1. ДЕНАТУРАЦИЯ 
265 
с {°] 

кд а гексануклеотиды —с Ти = 27° С и? 

\ молекулы различия 

в температурах 
ие полинуклеотидов т м ны - 

ти Й 

у дный состав. Температура плавления двухспиральных 


полинукл 
уклеотидов зависит также от их состава. С увеличением со- 


держан и р у НИН. ЦИТОоЗ та у у ы 
ИН И вух 
ия пар гуа нь д спиральных молекул линей 


как показано на рис. 4.18 (ср. с 


По мере увели- 


данными о стабильности пар ос- & 
нований, стр. 275). В качестве 8.4 
модели для установления зависи- 83 
мости Ты полинуклеотида от со- ЗВ 
става оснований можно исполь- 83 
зовать синтетические олигону- &: 4 
клеотиды. При наличии возмож-+ 38 
ности образования трех водород- 332 


ных связей на пару оснований 
температура плавления соответ- т ев ит 
ствующих двухспиральных поли- т.% 
нуклеотидов повышается. Тем не ее 
менее число водородных связей Рис. 4-18. Зависимость Ти, двухепи- 
на пару оснований само по себе мания пары гуанин ‹ цитозин (обозаа- 
не определяет однозначно Тш чение точек на прямой — см. рис. 4.16). 
двухспирального полинуклео- 
тида. Так, для двухспирального комплекса поли-2-аминоаденило- 
вой кислоты с полиуридиловой кислотой Ты значительно ниже, чем 
для двухспирального комплекса полицитидиловой кислоты с по- 
лигуаниловой кислотой, хотя число водородных связей у них оди- 
наково !7. Этот эффект уже был отмечен при взаимодействии мо- 
номерных компонентов нуклеиновых кислот (см. стр. 227). 
Природа углеводного остатка. Двухспиральные полинуклео“ 
тиды располагаются по стабильности в следующий ряд "7: 


(поли-аТ) . (поли-С) < (поли-аТ) . (поли-4С) < (поли-1) : (поли-аС) < 
< (поли-1) . (поли-С) 
(поли-4@) . (поли-4С) < (поли-40). (поли-С) < 
< (поли-@). (поли-4С) < (поли-@) : (поли-С) 


Эти ряды показывают, что двухспиральные рибополинуклеотиды 
более стабильны, чем двухспиральные дезоксирибополинуклеотиды. 
Такая закономерность наблюдается и для природных полинуклео- 
тидов. Так, Ть двухспиральной РНК вируса карликовости риса на 
15° выше, чем Ти ДНК с подобным составом оснований `. Данный 
эффект, возможно, связан с образованием водородных связей ме- 
жду гидроксилом остатка рибозы и соответствующим основанием 


ол < 
385 _ 
5. 


266 ГЛ. 4. ВТОРИЧНАЯ СТРУКТУРА НУКЛЕИНОВЫХ 


КИсСлот 


в полирибонуклеотиде, что приводит к усилению межплоскостных 
взаимодействий вследствие уменьшения свободы вращения основа. 
ния вокруг гликозидной связи 76 (см. стр. 142). Однако такое объ, 
яснение нельзя считать единственным. Различие в стабильност 

двухспиральных комплексов может быть связано с взаим 
ствиями с растворителем или с изменением конформации к 
углеводного остатка. 

Зависимость от внешних факторов. Температура плавления 
двухспиральных полинуклеотидных комплексов повышается с уве- 
личением ионной силы раствора, что связано с экранирован 
зарядов фосфатных групп. Практически линейная зависимость ТЕ 
от логарифма концентрации одновалентных ионов, наблюдаемая 
экспериментально (вплоть до концентрации 0,3 моль/л) зв, хорошо 
предсказывается теоретически на основании рассмотрения разности 
значений электростатической свободной энергии фосфатных групп 
спирализованного и денатурированного состояний 17 (см. стр. 279). 
При более высоких значениях ионной силы То двухспиральных 
полинуклеотидов достигает максимального значения и далее не 
меняется или падает !52а, 347. Предпринимались попытки предста- 
вить Гш двухспиральных полинуклеотидов в виде функции от со- 
держания пар гуанин ‹ цитозин и от логарифма ионной силы сре- 
ды 212, 346, В ряде случаев были получены уравнения, довольно хо- 
рошо согласующиеся с экспериментальными данными 345. 

При концентрации солей — 10-4 М ДНК денатурирует при ком- 
натной температуре. Наблюдается определенная специфичность по 
отношению к различным ионам, присутствующим в растворе. При- 
сутствие некоторых двухвалентных ионов (Мэ?*+, Ва*+, Со+, Мп?» 
№ + 712+) увеличивает Ти ДНК, тогда как. другие (Си?*+, Са, 
РЬ*+) оказывают противоположный эффект. 

В настоящее время нет единого мнения по поводу причин раз- 
личного действия ионов и, хотя известно, что катионы сильно свя- 
зываются с ДНК, не ясно, происходит ли это за счет неспецифиче- 
ских электростатических эффектов или имеет место также и специ- 
фическое химическое связывание 17, 

Температура перехода от упорядоченного к денатурированному 
состоянию сильно зависит и от кислотно-основных свойств сре- 
ды 153—155, при рН ниже 2,7 и выше 19 денатурация ДНК наблю- 
дается уже при комнатной температуре. В то же время в интер- 
вале рН 5,5—8,5 Ти ДНК мало зависит от рН 10% 154. Наблюдаемая 
зависимость от рН объясняется ионизацией оснований 154. Исходя 
из изменений УФ-спектров 318—351, дисперсии оптического враще- 
ния 350—358 и кругового дихроизма 354 при кислотном титровании 
двухспиральных полинуклеотидов, был сделан вывод, что денату- 
рации предшествует значительное протонирование остатков одного 
из оснований пары гуанин . цитозин. Однако пока неясно, какое из 
этих двух оснований протонируется в большей степени. При щелоч- 
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ной денатурации первым этапом 
остатков гуанина 355. 


Наконец, на Ты двухспиральных молекул влияет присутствие 
в растворе различных веществ, таких, как мочеви Е ан! 
ВЕ На. Г ДНК оказа ? г? ь на, гуанидин 
а. и ы вает влияние присутствие органических 
р рителей. Это понятно с точки зрения теории Синаноглу (см. 
стр. 248), поскольку с уменьшением поверхностной энергии раство- 
рителя уменьшается различие в свободной энергии нативной ДНК, 
обладающей малои поверхностью, и денатурированной ДНК, обла- 
дающей большой поверхностью. На переход спираль — клубок для 
ДНК отмечалось также влияние давления 156, 356, концентрации 
ДНК 15, 357 ит. д. 

Конечным итогом денатурации при действии температуры, кис- 
лоты или щелочи может быть разделение цепей двухспиральной 
молекулы 109. Это следует из очень медленного восстановления 
свойств, характерных для исходной (нативной) ДНК, в процессе 
ренатурации (см. ниже) после достаточно продолжительного инку- 
бирования ДНК в условиях денатурации. С этим согласуется, кро- 
ме того, второй порядок скорости реакции ренатурации, данные 
электронной микроскопии 358, 359, а также изменение гидродинами- 
ческих характеристик молекулы при денатурации !°9. 360. Однако 
наиболее убедительным доказательством, по-видимому, является 
возможность разделения комплементарных цепей после денатура- 
ЦИИ 109, 185—195, 

Менее ясен вопрос о денатурации под действием органических 
растворителей. Хотя при действии формамида разделение цепей 
происходит 198, вероятно, возможны случаи денатурации и без раз- 
деления цепей 158. 

Процесс денатурации не является процессом типа «все или ни- 
чего» и проходит через ряд промежуточных состояний, характери- 
зующихся при каждой данной температуре определенным равно- 
весным распределением локально денатурированных областей. Это 
следует, в частности, из сопоставления изменения вязкости и опти- 
ческой плотности в процессе денатурации 182. Из подобных сопо- 
ставлений удается также оценить среднюю длину локально дена- 
турированных областей в интервале плавления '®. Образование в 
процессе денатурации частично денатурированных молекул яв- 
ляется причиной известного эффекта расхождения температур 
плавления ДНК, определенных путем измерения изменений оптиче- 
ской плотности непосредственно в процессе нагревания раствора и 
после охлаждения нагретого до каждой данной температуры рас- 
твора. Величина Ть, определенная первым способом, оо 
градусов ниже, поскольку изменение оптической ПрОтУо ых 
средственно в процессе нагревания отражает бы ира 
ной структуры, не обязательно сопровождающ р Г 


по-видимому, является ионизация 


комплементарных цепей, тогда как при втором способе разделение 
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комплементарных цепей является обязательным условием фикеи- 
руемого изменения оптической плотности 199. Эти опыты привели 
к предположению о существовании в ДНК термостабильных 
«ядер» — участков, богатых парами гуанин : цитозин, которые Удер- 
живают комплементарные цепи частично денатурированной моль. 
кулы вместе. 

Возможность существования двухспиральной молекулы ДНК 
как целого со значительными нарушениями внутри двойной спи- 
рали следует из опытов по денатурации ДНК путем нагревания 
в присутствии формальдегида '73—1!. На электронных микрофото- 
графиях обработанной таким образом ДНК обнаруживаются ло- 
кально денатурированные участки, относительное содержание ну- 
клеотидов в которых увеличивается с повышением температуры 
или увеличением продолжительности обработки формальдегидом, 
Распределение таких участков не случайно, а соответствует всегда 
определенным местам молекулы. Можно полагать, что это участки, 
богатые парами аденин. тимин. По мере повышения температуры 
размеры таких участков увеличиваются, они сливаются, и конеч- 
ным результатом является разделение комплементарных цепей. 
Следует отметить, что денатурация в присутствии формальдегида 
отличается от обычной тепловой денатурации, поскольку она со- 
провождается химическим взаимодействием с формальдегидом, так 
что ренатурация областей, содержащих модифицированные звенья, 
невозможна. В результате этого при каждой данной температуре — 
а не только при температуре плавления — конечным итогом дена- 
турации является разделение цепей !8'. Поэтому на основании 
опытов с использованием формальдегида для фиксации частично 
денатурированных областей в молекулах ДНК в интервале плавле- 
ния нельзя делать выводов об истинных размерах и распределении 
этих областей при данной температуре в отсутствие формальде- 
гида. 


2. Особенности денатурации циклических ДНК 


Если в линейной и в нековалентно-замкнутых ДНК в процессе 
денатурации возможно разделение цепей, то в двухспиральной 
циклической ковалентно-замкнутой ДНК этот процесс исключен. 
Кроме того, на процессы денатурации в этом случае оказывает 
влияние наличие сверхспиральной структуры. 

При определении плавучей плотности ковалентно-замкнутой 
ДНК вируса полиомы (так называемой ДНК 1) в градиенте плот- 
ности хлористого цезия с изменяющимся значением РН (щелочная 
область) наблюдается двухстадийный переход к денатурирован- 
ному состоянию, характеризующемуся большей плавучей плот- 
ностью. Сопоставление этих результатов с аналогичными данными 
по изменению плавучей плотности той же самой ДНК, но с раз- 
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Рис. 4.19. Схема превращений циклической ковалентно-замкнутой ДНК 
(см. текст) 151. 
ес 
В прОнной Аналогичные изменения наблюдаются при исследовании зависимо- 
СИРО, дей, сти коэффициента седиментации от ЕК 
иска рае! Это, по-видимому, означает, что первым этапом денатурации 
окаЗР ковалентно-замкнутой ДНК является расплетание части двухспи- 
5 ральной структуры Уотсона — Крика, в результате чего умень- 
ам ое шается величина В (см. стр. 257) и соответственно, поскольку 
-3 те и о № ая < В (см. стр. 259), уменьшается число супервитков т, т. е. проис- 
ие ОИ ходит раскручивание молекулы, которое заканчивается образова- 
(и ров, нием плоской циклической молекулы ДНК с частично денатуриро- 
ИУ и ванной расплетенной областью или областями (Г на рис. 4.19). 
ИР 
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При дальнейшем подщелачивании ДНК Г продолжается раскру- 
чивание двойной спирали Уотсона — Крика, однако в отличие от 
линейной и нековалентно-замкнутой ДНК этот процесс происходит 
без разделения цепей, что понижает энтропию денатурированного 
состояния и, следовательно, делает денатурацию менее выгодной 
(чем в случае линейной и нековалентно-замкнутой ДНК). Конеч. 
ным итогом денатурации является образование плотного клубка 
с высоким коэффициентом седиментации (ГУ на рис. 4.19). Если 
в такой денатурированной молекуле провести разрыв в одной из 
цепей, то возникают циклическая одноцепочечная ДНК с коэффи- 
циентом седиментации 18$ (У на рис. 4.19) и линейная одноцепо- 
чечная ДНК с коэффициентом седиментации 16$ (УТ). Формы У 
и У! получаются также при щелочной денатурации ДНК П. 

Другой интересной особенностью циклических ДНК, наблюдае- 
мой при щелочной денатурации, является очень быстрая ренатура- 
ция при нейтрализации щелочного раствора такой денатурирован- 
ной ДНК, если значение рН не превышает 12,5. При денатурации 
щелочью более высоких концентраций не удается добиться ренату- 
рации (после нейтрализации) '5? в условиях, когда ДНК И легко 
ренатурирует *. Необратимо денатурированная ковалентно-замкну- 
тая ДНК после нейтрализации и обработки панкреатической 
ДНК-зой спонтанно ренатурирует 3°!, образуя циклическую ДНК П 
с односпиральными разрывами; данный процесс протекает значи- 
тельно быстрее, чем ренатурация ДНК П. Это означает, по-ви- 
димому, что необратимая денатурация ДНК Г происходит без раз- 
рыва цепей ДНК, однако в процессе денатурации они сдвигаются 
относительно друг друга вдоль оси спирали, после чего образова- 
ние полностью комплементарной структуры при нейтрализации 
затруднено из-за случайного образования «ненативных» комиле- 
ментарных пар !5°, 362. Возможно также, что воссоздание вновь ис- 
ходной комплементарной структуры затруднено стерически из-за 
образования сверхспиральной структуры. Быстрая спонтанная ре- 
натурация после образования единственного одноцепочечного раз- 
рыва объясняется, очевидно, тем, что при этом происходит быстрое 
раскручивание сверхспиральной денатурированной структуры и две 
цепи, находясь в непосредственной близости друг от друга, могут 
легко образовать полностью комплементарную двухспиральную 
структуру, как это происходит, например, при ренатурации денату- 
рированной ДНК со сшивками между комплементарными цепя- 
ми 160, 

Термическая денатурация циклической ДНК происходит при 
значительно более высокой температуре и характеризуется более 
высокой величиной АТш по сравнению с линейными или некова- 


* В шелочном растворе при РН 12 и температуре 50°С ренатурация такой 
ДНК пронсходит, однако, довольно быстро. 
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нтно- 
ДНК 2 Ая ДНК 1. Такое возрастание Ти циклической 
ны с точки зрения энтальпийно-энтропийных изме- 

‚» происходящих при плавлении. Поскольку Ти = АН/А$ и 

поскольку, как уже отмечалось, Д$ : а ь 
ДНК , при денатурации циклической 
меньше, чем Д5 при денатурации линейных ДНК (вследствие 
невозможности расхождения цепей), тогда как ДН в обоих случаях 
одинаковы, то Г, для циклической ДНК должна быть существенно 
выше. Следует отметить, что гиперхромного эффекта, соответствую- 
щего первой стадии перехода (раскручивание сверхспиральной 
структуры), при тепловой денатурации заметить не удается, так 
как переход в форму ТГ сопровождается расилетанием всего 
— 1—3 спиральной структуры. 
Образование формы [Г наблюдается также при денатурации 
циклических ковалентно-замкнутых ДНК в присутствии формаль- 
дегида !62. Нагревание ДНК Г вируса полиомы в присутствии форм- 
альдегида приводит к образованию молекулы, седиментирующей 
с той же скоростью, что и ДНК П, однако не имеющей разрывов. 
Формальдегид, присоединяясь по денатурированным за счет нагре- 
вания участкам, препятствует их последующей спирализации при 
охлаждении !63. Электронная микрофотография обработанной та- 
ким образом ДНК вируса папиломы 16? показывает, что после обра- 
ботки образуется смесь сверхспирализованных и плоских цикличе- 
ских ДНК, причем относительное содержание последних в смеси 
растет с повышением температуры обработки. Максимальное число 
плоских молекул образуется при 42° С; при этой температуре най- 
дено всего лишь 8% сверхспирализованных молекул. Однако при 
повышении: температуры их число снова увеличивается. Это озна- 
чает, что процесс тепловой денатурации происходит таким же спо- 
собом, как и шелочная денатурация: форма Г превращается в пло- 
скую форму Г, которая затем снова образует сверхспиральную 
структуру, но уже с противоположным направлением сверхспирали. 

Кинетика денатурации. Понимание особенностей вторичной 
структуры полимеров во многом зависит от знания кинетических 
характеристик процессов ее разрушения и образования. До послед- 
него времени этой проблеме в исследованиях нуклеиновых кислот 
уделялось мало внимания, что было связано во многом с отсут- 
ствием техники измерения скоростеи быстрых процессов. Однако 
теперь уже имеется ряд сведений по этому вопросу, позволяющих 
сделать некоторые выводы о механизме денатурации. 

Основной принцип измерения кинетики денатурации заклю- 
чается в быстром помещении ДНК в денатурирующие условия и 
определении изменений любых характерных ДЛЯ ее 
молекулы особенностей в зависимости от времени. ых ы че с 
для характеристики процесса денатурации ет Е 
оптических свойств. Денатурацию вызывают либо действием тепла, 
либо изменением кислотности среды. 
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При быстром добавлении к раствору ДНК щелочи до РН 19 
наблюдается быстрая денатурация, как это следует из Измененрь 
оптических свойств 164, 165 (наблюдается максимальный гиперхром, 
ный эффект). Однако если через достаточно короткий промежуток 
времени произвести нейтрализацию раствора, то исходная ДВУХ. 
спиральная структура сохраняется, о чем можно судить по значе. 
нию коэффициента седиментации 166, 167, Нейтрализация после бо: 
лее продолжительного воздействия щелочью не приводит к в 
новлению исходной вторичной структуры и, судя по коэффициенту 
седиментации, ее результатом является образование односпираль. 
ных клубкообразных молекул. Меняя продолжительность обработ- 
ки шелочью. можно определить время, необходимое для необр 
мой денатурации. Это время зависит от температуры и вязкости 
среды *. Полученные результаты согласуются с предположением 
о денатурации путем раскручивания двухспиральной молекулы. 
Скорость такого процесса должна уменьшаться с увеличением вяз- 
кости среды, время раскручивания должно увеличиваться с уве. 
личением длины молекулы. 

Более полную информацию о механизме процесса можно полу- 
чить из кинетических данных по тепловой денатурации — раствор 
ДНК нагревают в течение очень короткого времени и затем реги- 
стрируют изменения оптической плотности 168—174 или полярогра- 
фических характеристик 175-177. При этом оказывается, что кинети- 
ческая картина превращения различна в зависимости от соотноше- 
ния между температурой Т! исходного раствора ДНК, температу- 
рой плавления данной ДНК Ты и конечной температурой Т.5. Если 
Т, на 20—30°С ниже Ты и если Т› не очень высока (на 5—10°С 
выше Ги), то фиксируемые изменения свойств молекулы начи- 
наются после заметного индукционного периода !72. Этот индукци- 
онный период исчезает при увеличении Т'! или Т5. Если уже при Т, 
молекула ДНК имеет некоторое количество деспирализованных 
звеньев, то при достаточно высоком значении То наблюдается ста- 
дия мгновенного увеличения степени деспирализации, характери- 
зуемая моментальным увеличением оптической плотности, после 
чего следует быстрый, но поддающийся измерению процесс даль- 
нейшего возрастания оптической плотности. Величина первоначаль- 
ного скачка увеличивается с увеличением 7! и Ть, и при достаточ- 
но высоких значениях Т2 фиксируемая вторичная структура исче- 
зает полностью на первой, мгновенной, стадии. Время завершения 
процесса, следующего за моментальной стадией (при условии до- 
статочно большой Т2**), приблизительно пропорционально квадра- 
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* См. также 368. Данные относительно зависимости скорости денатурации от 
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молекулярного веса противоречивы ‘ , : и 
** При малых То наблюдается еще одна стадия, Которая нами здес 
рассматривается, поскольку природа ее пока неясна, 
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ту молекулярного веса. На Й 

ое . Паличие мгновенной стадии денатурации 
же в опытах по кислотной де 

удельный вес этой м о. 
ой стадии в общем процессе увеличивался с пони- 

т конечной величины рН 18, 

гновенная дена - 
с м е турация, по-видимому, происходит по тому же 
У, т денатурация циклической ДНК — взаимодействие 

между основаниями нарушается без расплетания цепей. Последую- 

щая стадия, по-видимому, является процессом разделения поли- 

нуклеотидных цепей. 

Труднее интерпретировать наличие индукционного периода при 
низких начальных температурах; возможно, он связан с необходи: 
мостью возникновения каких-то активных центров, требующихся 
для эффективного протекания процесса расплетания цепей 172. 


УП. ПРОЦЕССЫ, ПРИВОДЯЩИЕ К ВОССТАНОВЛЕНИЮ 
ДВУХСПИРАЛЬНОЙ СТРУКТУРЫ (РЕНАТУРАЦИЯ) * 


Процесс восстановления разрушенной вторичной структуры на- 
зывается ренатурацией. Изучение процессов восстановления вто- 
ричной структуры, нарушенной каким-либо из описанных выше 
способов, чрезвычайно важно и имеет не меньшее значение, чем 
исследование процессов ее разрушения. При проведении ренатура- 
ции денатурированной ДНК в оптимальных условиях (о которых 
будет сказано ниже) конечным итогом является по крайней мере 
частичное восстановление исходной (нативной) структуры ДНК. 
Такой вывод можно сделать на основании следующих данных. 

1. Ренатурированная ДНК обладает оптическими свойствами 
‘(гипохромизм, оптическое вращение. круговой дихроизм), соответ- 


ствующими нативным препаратам те 
2. Гидродинамические характеристики полностью ренатуриро- 


ванной ДНК лишь незначительно отличаются от таковых для на- 
тивной двухцепочечной ДНК и и отличаются от характери- 
ик денатурированной молекулы *`. : 
х ВН анализ ренатурированной ДНК дает 
типичную для В-формы ДНК дифракционную картину 
4. Электронно-микроскопические исследования По 
‘(в случае недеградированных препаратов) при не = 
зуются молекулы, соответствующие по длине и диаметру 
и. жность утвер- 
Совокупность перечисленных данных дает возмо ь м 
ждать, что ренатурированная молекула по ЗАО а 
ствует нативной, однако делать из НИХ ВЫВОД : 
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стоящее время может быть получена, по-видимому, только путе 
биологической оценки ренатурированной ДНК, Существует“ 
довольно Много исследований, в которых констатируется Восстано. 
вление биологических свойств при ренатурации. Среди них Можно 
отметить восстановление трансформирующей активности «транс. 
формирующих» ДНК (денатурированные молекулы еактив. 
ны). Восстановление биологической активности происходит в про- 
цессе ренатурации, причем скорость этого процесса созпадает 
со скоростью ренатурации (по оценке с помощью спектрофото- 
метрии 152). 

В последние годы разработаны методы разделения комплемен- 
тарных цепей ДНК 185-18, При ренатурации отдельных нитей ДНК 
фага ^, каждая из которых не обладает биологической активно- 
стью (не более 10% исходной), наблюдается восстановление биоло- 
гической функции примерно наполовину 188. Важно отметить, что 
взаимодействуют с образованием двухспиральной молекулы только 
комплементарные цепи; цепи одного типа не способны к ренату- 
рации. 

При ренатурации восстанавливаются также иммунохимические 
свойства, характерные для двухспиральных молекул 19. 

При использовании для ренатурации деградированных препа- 
ратов ДНК наблюдаются заметные отличия в физических свой- 
ствах ренатурированных и исходных молекул 198. Например, на 
электронных микрофотограммах ренатурированных молекул на- 
блюдаются клубкообразные концы, тогда как середина молекулы 
имеет вид, характерный для двухспиральных комплексов 3%. Одно- 
спиральные концы этих молекул могут образовывать двухспираль- 
ные участки с комплементарными односпиральными концами, в 
результате чего возникают агрегаты большого молекулярного ве- 
са 18. Молекулы, отличающиеся от нативных, получаются также, 
по-видимому, при ренатурации денатурированной ДНК с цикличе- 
скими перестановками, как, например, для ДНК Т-четных фагов. 
Здесь также возможно образование агрегатов, состоящих из боль- 
шого числа молекул 198. 

Все это является свидетельством случайного сочетания компле- 
ментарных цепей в процессе ренатурации, в результате чего могут 
объединяться цепи, имеющие различную длину. 

Случайный характер процесса ренатурации был убедительно 
показан в опытах с молекулами ДНК меченными тяжелыми изото- 
пами азота и водорода. Двухспиральная молекула, обе цепи кото- 
рой содержат тяжелые изотопы, имеет заметно болышную плавучую 
плотность, чем полностью немеченая ДНК. После денатурацийи 
эквимольной смеси меченной таким образом и немеченой т 
последующая ренатурация приводит к возникновению трех 2% 
соответствующих по плавучей плотности полностью меченой р 
лой), полностью немеченой и промежуточной ДНК, т. е. двух 
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ральной й й й 
я ем меченой и одной немеченой комплементар- 
. Отношение количества ДНК в этих зонах соответ- 


ствовало 1:1:2, ч Е 
ции 19. 196, ‚ что отвечает случайному характеру ренатура- 


1. Факторы, влияющие на процесс ренатурации 


Имеются два рода факторов, влияющих на ренатурацию: фак- 
торы, зависящие от свойств самой ДНК, т. е. структурные, и фак- 
торы, связанные с условиями ренатурации. 

Структурные факторы. К первой группе факторов, естественно, 
относятся молекулярный вес и нуклеотидный состав ДНК, а также 
особая характеристика — сложность ДНК. Она представляет собой 
число нуклеотидных пар в неповторяющихся последовательностях 
ДНК 18% 365, Для ДНК вирусов и бактерий сложность ДНК равна 
просто числу нуклеотидных пар в интактной недеградированной 
молекуле, поскольку ДНК этих организмов не содержит повторяю- 
щихся последовательностей достаточно большой длины 865. Однако 
в ДНК высших организмов имеется, по-видимому, очень большое 
число повторяющихся последовательностей по 200—300 нуклеотид- 
ных единиц 365. 

Исследование кинетики ренатурации ДНК в различных усло- 
виях и разными методами дало возможность сделать вывод, что 
данный процесс является реакцией второго порядка, причем на- 
блюдаются следующие закономерности, определяемые свойствами 
ДН К!09, 184, 198, 199, 366, 

Для данной ДНК уменьшение ее молекулярного веса путем 
дробления сопровождается 188 уменьшением константы скорости 
ренатурации №, так что последняя все время остается пропорцио- 
нальной корню квадратному из длины молекулы Г (длина здесь 
определяется как среднее число нуклеотидов в одноцепочечном 

полинуклеотиде): Во = МГ: 

Сопоставление скорости ренатурации одинаковых по длине 
фрагментов, полученных из ДНК разной сложности, привоит к и. 
воду, что скорость ренатурации обратно пропорциональна слож- 
ности 18%, 197, 366, Это обстоятельство дает принципиальную мт 
ность определять сложность молекулы, Т. е. для ть ее 
териальных ДНК— молекулярный вес , по кинетике ренатур 


деградированных образцов ДНК, исходя из известной ыы 
определенной по константе седиментации) длины одноцепоче ы 
фрагментов. Таким образом, при одинаковой длине ренатуриру 
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щих фрагментов различные ДНК могут быть распо 
рости ренатурации в ряд: 


ДНК фагов и вирусов > ДНК бактерий » ДНК Животных 


(медленный компо- | 
нент, см. ниже) 
Сопоставление наблюдаемых констант скорости ренатурации 
для денатурированных ДНК разного происхождения приводится в 
табл. 4.13. Общее выражение для константы скорости второго по. 
рядка, таким образом, дается формулой 
УЕ 


Бы 


ложены ПО ско- 


где Г. — средняя длина одноцепочечного полинуклеотида; М—слож- 
ность нативной молекулы ДНК. 


Таблица 4.13. Зависимость скорости ренатурации от среднего 
молекулярного веса денатурированных ДНК и от сложности нативной ДНК 1 


Константа седи- 
Содержание пар ментации 2, Мол. вес 
Источник ДНК гуанин.цитозин, |Денатурированных л нативной ДНК 
% ДНК при рН 13 Е (из 22) 
$20, \ моль.сек 
К: 
Аспитный — рак 42 6,8 0,0026 (2,5=0,5) . 1012 
крысы 
Езсйемема сой 50 12,3 6,0 (2,5-0,5) . 109 | 
Фаг Т4 34 285 190 . 108 
ад я ] (1,3 0,10) - 10 | 
Фаг № 1 64 80 1490 и. 107 | 
29 ке | (3,3+0,15) - 10 
Фаг Т7 49 34,7 1790 10 
7 30 | | (25=01)-10 
Вирус $У 40 41 6,6 1080 (3,3-0,1) - 108 


Скорость ренатурации зависит от нуклеотидного состава ДНК, 
она несколько увеличивается при увеличении содержания пар гуа- 
нин * цитозин 184 366, Если исходная нативная ДНК содержит повто- 
ряющиеся последовательности, то при ее деградации до фрагмен- 
тов, примерно соответствующих длине такой последовательности, 
концентрация подобных фрагментов ‚превышает концентрацию 
каждого из фрагментов с уникальной последовательностью во 
столько раз, сколько раз повторяющаяся последовательность пред- 
ставлена в ДНК. В связи с этим ренатурация денатурированных 
ДНК высших организмов носит сложный характер и ВклЮНОт 
быстрые стадии, когда происходит ренатурация более многочисле 
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для уникальных последовательностей. 


ким образом, может использоваться для д 


ряющихся последовательностей 365, 369, 
Теоретическое рассмотрение кинет 
основывается на следующих положения 


медленные стадии — 
Кинетика ренатурации, та- 
етектирования повто- 


ики процесса ренатурации 
а 


Первым этапом, который определяет скорость процесса, являет- 
ся образование «ядра», представляющего собой одну или несколь- 
ко пар основании, соответствующих парам, присутствовавшим в 
нативной молекуле. Возникновение такого «ядра» (или «ядер») мо- 
жет происходить на одном или нескольких определенных участках 
денатурированной молекулы. После возникновения «ядра» проте- 
кает быстрый процесс образования двойной спирали. 

Можно показать, что константа скорости ренатурации опреде- 


ляется формулой 
= ВМ 


где В — отношение числа нуклеотидов, могущих быть компонентами 
образующегося «ядра», к общему числу нуклеотидов в нативной 
молекуле; Ах — константа скорости образования одного из ядер. 


Расхождение предсказаний теории 


и экспериментальных дан- 


ных по зависимости скорости ренатурации от длины молекулы свя- 


зано, возможно, с тем, что вследствие 


клубкообразного характера 


денатурированных молекул на все потенциальные ядра образуются 
© одинаковой скоростью, так как часть из них «спрятана» внутри 


клубка. 
В отдельных цепях денатурированн 


ой ДНК возможно образо- 


вание спирализованных участков за счет взаимодействия компле- 
ментарных оснований, расположенных в разных местах це- 


п 
но, увеличивается с понижением темпе 


о - на образование «ядер», уменьш 
на процесс последующей спирализации. 
цепи со стабильными спир 

лишь частичная ренатураци 
этом могут остаться участки, 
«ядер» с другими цепями, в результате 
можно образование раз 

Поэтому ренатурацию ва 
образование внутренних дв 
муму, тогда как двухцепочечная с 
Воздействие внешних условий. 
ренатурации ДНК от температуры им 


ЗИ 
* См. однако, °°°. 


ветвленных агрегатов из многих цепе 
жно проводить В условиях, в которых 
ухспиральных участков сведено к мини- 
труктура еще достаточно прочна. 
Зависимость константы скорости 


и 359, 367, 368 Количество и стабильность таких участков, естествен- 


ратуры и повынтением ион- 


ой силы среды 37, 198. Образование подобных участков может 


ая скорость ренатурации, и 
Если взаимодействуют две 


альными участками, может произойти 
я. Во взаимодействующих цепях при 
способные к образованию новых 


чего в конечном итоге воз- 
Й 367. 


еет максимум * при темпе- 
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ААВ кислот 
ратуре порядка Ти — 25° С 109, 11; точное положение этого 
мума зависит от прочих условий, в частности от ионной 
среды 388, 


макси- 
СИЛЫ 


нижается вследствие иониза . 
__ В зависимости от температуры, при которой проводится рена. 
турация, ионная сила среды различным образом влияет на ско- 
рость процесса 368. При достаточно высоких температурах 
80° С), когда в ценя ой ДНК практи 


участки достаточно прочны 


ной силы носит сложный ха- 


имума и пр 
центрации солей возрастает 368. П 
для ренатурации (50—60° С), 
является примерно 0,4 М. При высоких ионных силах среды может 
измениться даже порядок реакции. 
Наконец, константа скорости ренатурации обратно пропорцио- 
184, 198, 199 При постоянном значении разности 


Взаимодействие денатурированных ДНК с комплементарными 
цепями РНК протекает, по-видимому, по такому же механизму и 
с такими же закономерностями 200, 364, 370—372. 


Образование стабильной двухспиральной структуры при взаимо- 
действии комплементарных цепей широчайшим образом исполь- 
зуется в молекулярной б вления генетического 

для определения происхо- 
азме клеток и, наконец, для 


ресует не восстановление 
ДНК, а образование ‘сме- 


ура Миди. драконы мании Кемер АЙН М . 


у. РЕНАТУРАЦИЯ 
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шанных, гибридных мол 
ных цепей ДНК, о а 
изучаемых ДНК и РНК. Для | засов он и 
вых молекул применяют термин оо и гиерид: 
Описанные методы ренатурации в водных рас . 
применения довольно высоких темп О 
ератур (порядка Ты — 25° С) 
что приводит к деградации нуклеиновых кислот в процессе ренату- 
рации. Если проводить ренатурацию в присутствии веществ, пони- 
жающих стабильность двойной спирали, например органических 
растворителей 313-375 или мочевины 376 то, подобрав соответствую- 
щую концентрацию денатурирующего агента и величину ионной 
силы, удается провести высокоспецифичную ренатурацию доста- 
точно быстро и при сравнительно низкой температуре. 

В итоге, исходя из исследований по денатурации и ренатурации 
ДНК, можно заключить, что в определенных условиях двухспираль- 
ная структура ДНК типа Уотсона—Крика более стабильна, чем ее 
разделенные одноцепочечные компоненты. 


2. Внутримолекулярные взаимодействия в ДНК 


Особенности поведения ДНК в растворе определяются взаимо- 
действием между основаниями, влиянием растворителя и электро- 
статическими эффектами фосфатных групи. Типы взаимодействий 
между основаниями и ьмежплоскостные взаимодействия между па- 
рами оснований, связанных водородными связями, уже были рас- 
смотрены. Структура ДНК очень компактна, и пространство между 
основаниями непроницаемо для молекул воды; гидратная оболочка 
образуется вокруг внешней поверхности двойной спирали ДНК. По- 
скольку величина внешней поверхности двухспиральной молекулы 
ДНК, которую приближенно можно рассматривать как цилиндр 
с радиусом 10А, значительно меньше величины поверхности одно- 
пепочечных молекул, образующихся при денатурации, то, согласно 
теории Синаноглу (см. стр. 248), двухспиральное состояние должно 
быть значительно более выгодным, чем односпиральное, с точки 
зрения влияния растворителя на свободную энергию системы. 
Помимо взаимодействия оснований и эффектов растворителя 
очень важным фактором, влияющим на стабильность я 
пой молекулы, является взаимодействия заре а рр заре 
В нативной ДНК эти зваимодействия происходят ты и т 
даме Фосолне т аи. тру ОНО ирального а 
дами групп в мы тся только взаимодейст- 
В денатурированном состоянии сора сстояние между сосед- 
вия фосфатных групп внутри одной ах тали Уотсона и 
о твотевует почти максимальному расстоянию, на 
о К" онв могут находиться. В денатурированном состоянии 
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соседние фосфатные группы также находятся на Максимально воз 
руг от друга, по-видимому, вследствие Оттал- 

аимодействие сосед. 

Ив денатуриро. 


ОЙ И односпираль- 
же этим эффектом пренебречь, то следует при- 


различием между двумя состояниями является 


заимодействие 
между фосфатами, принадлежащими противоположным 


двухспиральной структуры. Основываясь на этом, можно рассчи- 
тать электростатический 


ной группы одной цепи всеми зарядами фос- 


У электростатической 
‚ обусловленную этим взаимодействием #47, 212-214, 


статическая свободная энергия является разностью свободных 
энергий взаимодействия зарядов 
денатурированном состояниях ДНК, то изменение этой величины 
должно сказываться на температуре плавления двухспиральной 
структуры. Действительно, между рассчитанными для разных зна- 
чений ионной силы величинами Электростатической свободной 
энергии и соответствующими значениями Та наблюдается линей- 


нирования фосфатных групп, 
энергии взаимодействия между 
ь двухспирального состояния, 


с растворителем, стабилизуют двухспиральн 
лы, то электростатические взаимодействия зарядов фосфатных 
групп дестабилизуют ее. 

Важным вопросом, возникающим в связи с процессом денату- 
рации ДНК, является вопрос о причинах кооперативности пере- 
хода в денатурированное состояние. Эта проблема решается в 
рамках современных теорий перехода спираль — клубок для ДНК, 
рассматривающих данный процесс с точки зрения статистической 
физики 146, 215-222, 377-380. Причиной кооперативности плавления в 
ДНК являются межплоскостные взаимодействия пар оснований. 
Если в есть изменение свободной энергии при межплоскостной 


МИ фо. 


ической ^ 


147, 212-24 


НИЯ 34: 
га элек: 
лектро- 
бодных 
ВНОМ й 
ЛИЧИНЫ 
альной 
[х ЗНА” 
одной 
пиней* 


УИ. РЕНАТУРАЦИЯ 

ББ 
ассоциации двух изолированных, 
зями пар оснований, взаимное положение которых соответствует 


а — Крика, то кооперативность перехода можно 
р ризовать так называемым фактором кооперативности о: 


но связанных водородными свя- 


ее 
ое ^Т 


где Ю — универсальная газовая 
постоянная; Т — абсолют 
температура в °К. < а 
В случае синтетических гомополинуклеотидов ширина интерва- 
ла перехода связана с фактором кооперативности соотношением 


2 


т 2 
а 3 
АТ = 12,48 д © 


т. е. пропорциональна 03 (здесь ДН — энтальпия перехода спи- 
раль — клубок, остальные обозначения известны). 

Процесс плавления ДНК, как уже отмечалось, протекает с 
промежуточным образованием дефектов в двойной спирали, так 
что в переходном состоянии образуются чередующиеся спиральные 
и неспиральные участки. Средняя длина спирального участка у 
в точке плавления также связана с фактором кооперативности и 
для двухспиральных синтетических гомополинуклеотидов со слу- 
чайным распределением вдоль цепи дефектов, возникающих в 
двойной спирали при плавлении. Эта зависимость выражается так: 


1 


ме 
Для ДНК, несколько отличающейся по механизму плавления 
от гомополинуклеотидов, дефекты в двойной спирали возникают 
в первую очередь в местах, богатых парами аденин*тимин. Для 
ширины интервала перехода ДНК имеем: 


1 1 
АТ = [10] _ в 


Таким образом, из теоретического рассмотрения процесса плав- 
ления ДНК вытекает, что © увеличением свободной энергии меж- 
плоскостного взаимодействия пар оснований уменьшается ширина 
интервала перехода и увеличивается число нуклеотидов в спираль- 

в точке перехода. ; - 
ня = энергию м нежилоскостного взаимодействия ы еы 
нований можно определить из известных ар 
ных по определению энтальпии перехода те ее ищи 
рины интервала перехода. Если принять АН = о аа Е 
то изменение свободной энергии г при ен Ня т 
и а А самитанные значения 
Е И окспериментальными величинами 

2 
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АИНОВЫХ кислот 
интервала перехода. Согласуется с экспериментом также 
что с уменьшением молекулярного веса ДНК должна уме 
величина Г и увеличиваться АТ. 

Заканчивая рассмотрение двухспиральных молекул, следует 
сказать несколько слов о влиянии макромолекулярной структуры 
на реакционную способность оснований, входящих в состав Этих 
молекул, по отношению к различным химическим агентам. Общей 
закономерностью здесь, по-видимому, является резкое снижен 
скорости реакций по сравнению с мономерами. 

В качестве примера можно привести реакцию с формальдеги. 
дом, широко применяющуюся для исследований структуры нукле 
новых кислот. Этот реагент, легко реагируя с основаниями в со- 
ставе нуклеозидов и нуклеотидов, практически не реагируе 
с ДНК 23. Аналогичные эффекты наблюдаются для таких реаген- 
тов, как карбодиимид 2% 2, семикарбазид 228 и т. д. Более детально 
для разных реагентов этот вопрос рассматривается во второй 
половине книги. Сейчас пока трудно дать точное определение всех 
факторов, вызывающих подобное снижение реакционной способ- 
ности, однако, вне всякого сомнения, большую роль здесь играют 
пространственные факторы, связанные с упаковкой оснований 
внутри двойной спирали, а также энергетические факторы, когда 
реакция проходит по атому, принимающему участие в системе во- 
дородных связей. 

В этой связи необходимо отметить, что ДНК в растворах пред- 
ставляет собой не статическую, раз навсегда закрепленную струк- 
туру, а динамическую, непрерывно испытывающую локальные де- 
натурации и ренатурации *7. Этим, по-видимому, и объясняется 
возможность протекания ряда химических реакций с группами ос- 
нований, расположенными внутри упаковки двойной спирали. 
В частности, это относится к обмену протонов ДНК, принимаю- 
щих участие в образовании водородных связей, на дейтерий и три- 
тий 9 38, 228, 3и, а также к реакции с формальдегидом 38. Вероят- 
ность локальной денатурации и, следовательно, скорость химиче- 


ской реакции уменьшаются -с увеличением степени кооператив- 
ности двухспиральной молекулы. 


И ВЫВОД 
НЫшШаться 


У. ОДНОЦЕПОЧЕЧНЫЕ ПОЛИНУКЛЕОТИДЫ 


Природные полинуклеотиды не в денатурированном состоянии 
не обладают односпиральной конформацией. Они либо двухспи- 
ральны, как ДНК, либо включают в себя двухспиральные участки, 
чередующиеся с односпиральными, как РНК. Поэтому для пони- 
мания свойств одноцепочечных РНК необходимы модельные 
соединения, представляющие собой практически р 
ные молекулы, на основании свойств которых можно было те 
лать выводы о свойствах односпиральных участков РНК. Е я. 
модельными соединениями являются синтетические гомополину 


УИ 
2 


у. ОДНОЦЕПОЧЕЧНЫЕ ПОЛИНУКЛЕОТИДЫ 


ет] и НЫ и полицитидиловая кислоты в нейт- 
ой средах* и поли и 
зор — см.160 уридиловая кислота (об- 
р — см.190). 
м 
ыы 
С ты в нейтральных и щелочных 
средах представляют собой статистические клубки 2232, наличие 
типохромного эффекта ?", 8% 232, 233, кругового дихроизма "28% 5 и 
дисперсии оптического вращения 62 236, 237 свидетельствует о том, 
что между основаниями в этих полинуклеотидах существуют взаи- 
модействия. Кривые дисперсии оптического вращения и кругового 
дихроизма очень схожи с аналогичными кривыми для динуклео- 
зидмонофосфатов (см. стр. 238), и это дает основание предполо- 
жить, что в случае гомополимера водородные связи между основа- 
ниями не образуются. Расчеты кривых дисперсии оптического 
вращения для полиадениловой и полицитидиловой кислот, 238 вы- 
полненные исходя из свойств динуклеозидфосфатов, дают резуль- 
таты, согласующиеся с экспериментальными *** Наиболее прямы- 
ми доказательствами односпиральной структуры этих полинуклео- 
тидов является аналогия их свойств со свойствами полинуклеоти- 
дов, у которых невозможно образование водородных связей в силу 
замешения соответствующих водородов алкильными радикала- 
ми”, 239, 240 а также результаты кинетических исследований реак- 
ции с формальдегидом оц 
Причиной различия оптических свойств гомополинуклеотидов и 
изолированных мономерных единиц являются межплоскостные 
взаимодействия между соседними основаниями, приводящие к за- 
торможенности хромофорных групп оснований относительно друг 
друга. Этот эффект наблюдается уже на уровне динуклеозидмоно- 
фосфатов (см. стр. 236). При повышении температуры происходит 
постепенное изменение оптических свойств гомополинуклеотидов, 
носящее некооперативный характер 57,10 На рис. 4.20 в качестве 
примера показано изменение величины силы вращения положи. 
тельной полосы кругового дихроизма олигоаденилатов различной 
длины с повышением температуры. 
Анализ кривых приводит к ВЫв 
изменения энтальтии, энтропии и 


оду, что значения Тю, а также 
свободной энергии олигоадени- 


ЕЕ 
* В кислой среде эти 


плексы 199. : 
т Структура полигуаниловой кислоты 


н 10 : 
выясне З случае дезоксиполинуклеотидов подобные аще и а а са 
гласню с экспериментальными данными °. Это я ее 
зываемым концевым эффектом: нуклеозидные р не разллнай 
и внутри цепи, в разной степени взаимодействуют Одо. термо, 

между рибо- и дезоксирибоолиго- и полинуклео а Я стиприбополиу- 

Интересно отметить, что 2’.О-метилрибооли кс ибопронаводным. 

клеотиды 382 ПО свойствам ближе к рибо-, чем кд 


полинуклеотиды образуют двухспиральные ком- 


в настоящее время еще недостаточно 
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латов при переходе от состояния, в котором основания взаиу 

ствуют, к состоянию, где (судя по оптическим свойствам) 

взаимодействия нет, примерно одинаковы независимо 

цепи 57, 70. 

Эти результаты подтверждаются данными по гипохромном 

эффекту и дисперсии оптического вращения *" +60, 17, #2 Хотя так ж 

как в случае АрА (см. стр. 246). ве 

личины  термодинамических пара- 

метров отличаются при определе. 

нии различными методами, общий 

вывод о их независимости от дли: 

ны цепи остается неизменным. Это 

означает, что свободная эне ГИЯ 

присоединения одного основания к 

уже существующей последователь. 

ности упорядоченных оснований 

равна свободной энергии возникно- 

0 № 20 32 4 50 8) № вения взаимодействия между дву. 

Температура, °с мя основаниями при отсутствии 

предварительной  упорядоченности. 

Рис. 4.20, Изменение силы враще- Следовательно, константа равнове- 

ния положительной полосы рас- сия между  взаимодействующими 

иной и невзаимодействующими основа- 

при РН 747: ниями в динуклеотиде равна соот- 

1: 2-5 3-(Юн 4-(); Ветствующей константе равновесия 

5-(А) >50). в полимере. Такое положение ти- 

пично для некооперативных взаи- 

модействий и существенно отличает их от кооперативных (см. 

стр. 281). С точки зрения макромолекулярной структуры это оз- 

начает, что в односпиральных полинуклеотидах в каждый данный 

момент существуют только короткие последовательности уложенных 

В стопку оснований, между которыми находятся области невзаимо- 

действующих компонентов, причем упорядоченные области непре- 

рывно разрушаются и образуются случайным образом вдоль поли- 

нуклеотидной цепи. Это является первой и основной отличительной 

особенностью вторичной структуры односпиральных полинуклеоти- 

дов; в двухспиральных полинуклеотидах взаимодействие между 
соседними парами оснований значительно более стабильно. 

Средняя длина упорядоченных участков в одноцепочечных по- 

линуклеотидах увеличивается с понижением температуры. Так, 

при 20°С в спиральных областях содержится примерно ?/з общего 

количества оснований, а при 0°С — уже 7/5 всех оснований. Это 

приводит к изменению конформации всей молекулы, что прояв- 

ляется, например, в быстром увеличении вязкости 100. ь 

Вторым существенным отличием односпиральных полинуклео- 

тидов является независимость температуры плавления, определяе 
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мой по изменению оптических характеристик, от ионной силы 
среды?', начиная с ц = 0,01 и выше. Это является, п 
—— ‚ по-видимому, 
следствием максимально возможной удаленности соседних фосфат- 
ных групп как в том случае, когда соответствующие основания 
уложены в стопку, так и в том случае, когда между ними нет 
Я мол Е пе внутри одной цепи двух- 
мову сомона . выше). Переход от упорядоченного 
у гоянию не должен зависеть от электростати- 
ческих взаимодействий. Наконец, реакционная способность одно- 
спиральных полинуклеотидов значительно выше, чем у двухспи- 
ральных молекул. Это является следствием значительно большей 
доступности реакционноспособных групп в односпиральных моле- 
кулах. 

Таким образом, свойства односпиральных полинуклеотидов су- 
щественно отличаются от свойств двухспиральных молекул. В мо- 
лекулах РНК, где содержатся в одной цепи все четыре типа осно- 
ваний, как будет показано ниже, имеются и двухспиральные, и 
односпиральные области, в результате чего свойства этих соедине- 
ний во многом носят промежуточный характер между двумя рас- 
смотренными выше случаями. Особенно заметно это проявляется 
в реакционной способности по отношению к различным химиче- 
ским агентам. 

Свойства рибонуклеиновых кислот будут рассмотрены на при- 
мере двух классов этих соединений, для которых в настоящее 
время в ряде случаев известна первичная структура, а именно: 
транспортных РНК и 5$ рибосомальных РНК. Свойства более вы- 
сокомолекулярных рибонуклеиновых кислот во многом аналогич- 
ны, однако их вторичная структура В настоящее время не может 
обсуждаться на уровне конкретных моделей, поскольку неизвестна 
последовательность оснований в их полинуклеотидной цепи (об- 


зор — см.248, 388). 


1. Вторичная структура тРНК 


Как уже отмечалось (см. гл. 0, тРНК представляют собой, 
по-видимому, наиболее короткие из известных до сих пор природ- 
ных полинуклеотидов. Кроме того, они отличаются от других 
полинуклеотидов наличием большего количества редких ме 
нентов. Эти два обстоятельства позволили установить дл р =: 
тРНК первичную структуру, что, в свою очередь, дало р ее 
ность построить конкретные модели их вторичнон ОНУ Е 
Однако еще до установления последовательности и, - т 
сделан ряд выводов о некоторых общих чертах втор ру 
туры тРИК (обзор — см. 2% 245). ЕС 

Форма молекулы тРНК в растворе. ее реходы. 
При повышении температуры растворов тРНК наблюдается уве- 
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ЛЕИНОВЫХ кисло 
“ЭТ 


личение оптической плотности при 260 ммк 2% и умень 
тического вращения 2%. Плавление макрострук ние от, 


ктуры вп И 
одновалентных катионов носит слабо выраженный ое 
характер, и ширина интервала АТ составляет около дс | 


личина ТГ для различных ТРНК меняется в зависим 
силы среды. Например, для суммарной 
в 0,001 М 

(рН 6,7) Та равна у А 

Е м Мас! — около 65° С (рис. 4.21 

Наблюдаемый гиперхромный 36. 

фект имеет величину 23—28 п 

полностью обратим, исчезая при 

охлаждении 216, 247 (даже при быс. 

ром охлаждении 149, когда двух. 

спиральные полинуклеотиды не ре. 

натурируют). В присутствии двух- 

валентных ионов характер плавле- 

ния ТРНК меняется: значительно 

сы повышается Тш и сужается интер- 

90 2 вал плавления. Так, Ги суммарной 

Температура, °© дрожжевой ТРНК в присутствии 

Рис. 4.21, Температурное измене- 3.10 М о Вог Е НОВЬ 

ние оптической плотности раство- Шается до 72°С, и 75% общего ги- 

ров тРНК при различных значе- пПохромного эффекта наблюдается в 

ниях ионной силы среды 246; интервале 10°С. Для различных 

РОСТО ТРНК вводе в М ме. индивидуальных ТРНК значения 

Я И растворе _ Ти и ее изменения при добавлении 

: ` ионов магния различны, однако об- 

щей тенденцией здесь является воз- 

растание Ги ‘с увеличением содержания гуанина и цитозина и с 

увеличением ионной силы среды, а также усиление кооперативно- 

сти перехода в присутствии ионов магния. 

Выраженная зависимость Тв, от ионной силы раствора суще- 
ственно отличает ТРНК от односпиральных гомополинуклеотидов. 
Это обстоятельство дает основание предполагать наличие в моле- 
куле тРНК двухспиральных участков с основаниями, связанными 
по типу структуры Уотсона и Крика. Такая точка зрения находит 
подтверждение в различии реакционной способности оснований, 
входящих в состав ТРНК, по отношению к некоторым химиче- 
ским агентам. После быстрой реакции какого-либо реагента с М0- 
лекулой тРНК наблюдается значительно более медленная стадия, 
причем анализ показывает, что по окончании быстрой стадии В 
реакцию вступает лишь часть потенциально-реакционноспособных 
оснований, определенная для данных условий эксперимента, Если 
предположить, что быстро реагирующие основания расположены 
в односпиральных, а медленно реагирующие — в двухспиральных 
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участках, то таким путем можно оценить 

на поляну тьотийв. степень спирализации 

Е а и. водой тРНК с формальдегидом 28° в 

ИК Е <= о и по способности к обмену водородных атомов 
т привели к заключению, что примерно 70—75% 

оснований молекулы принимает участие в образовании комплемен- 

тарных пар. 

Различная активность оснований в составе тРНК была зафик- 
сирована также при модификации ее перфталевой кислотой 297, КО- 
торая реагирует в присутствии Мо?*, окисляя всего 10% аденино- 
вых остатков от их общего количества На молекулу тРНК. 
Акрилонитрил в 0,5 М растворе хлористого натрия после превра- 
щения 2,24 содержащегося в тРНК псевдоуридина практически 
дальше не реагирует с основаниями 258, Избирательно действует и 
гидроксиламин в щелочной среде 29 модифицируя при низкой тем- 
пературе (—10°С) лишь 959 урациальных остатков от общего со- 
держания урацила в тРНК. Вместе с тем при повышении темпе- 
ратуры реакции до 40°С превращению подвергаются практически 
все урацильные нуклеотиды (см. стр. 470). Кроме того, двухспи- 
ральные и односпиральные участки цепи тРНК обладают различ- 
ной чувствительностью к действию РНК-аз, которые, как изве- 
стно 256, расщепляют двухспиральные полирибонуклеотиды со 
значительно меньшей скоростью, чем односпиральные. 

Исследования с использованием синтетических полинуклеоти- 
дов, и в частности опыты по комплексообразованию между поли- 
уридиловой кислотой и сополимером адениловой и уридиловой кис- 
лот, привели к ВЫВОДУ © возможности существования комплексов, 
обладающих дефектами в двойной спирали. Такие дефекты пред- 
ставляют собой неспиральные участки, В которых друг против 
друга располагаются некомплементарные основания 25. Примене- 
ние этих представлений к гипотетической РНК, обладающей слу- 
чайной последовательностью оснований, привело к выводу, что для 
случайной последовательности из 90 нуклеотидов можно построить 
структуры с 60% оснований, связанных водородными связями 26°. 

Это примерно совпадает с оценкой, полученной химическими ме- 

тодами. В свете представлений о спиральной с дефектами струк- 

туре РНК степень спирализации можно, помимо того, ржи 

основываясь на данн лческои плотности р 


ых по изменению опти 
разных длинах волн м температуры растворов тРНК. 
Очевидно, 


и плавлении вто- 

й феёктами: разру- 
ичной структуры связ З 
шением пар типа туанин * цитозин, разрушением пар типа аде 
нин - урацил и нарушением межплоскостных взаимодействий между 
основаниями В неспиральных участках. 


первом приближении 
можно принять, что все тр 


и эффекта вносят независимый вклад 
в изменение свойств ТРНК при плавлении вторичной структуры. 
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Оценка изменений УФ-спектра тРНК, происходящих при 
рушении пар оснований, может быть произведена по данным 
плавления синтетических двухспиральных полинуклеотидных Ком. 
плексов (поли-А). (поли-О) и (поли-@). (поли-С). Характери- 
стикой изменений является разность в экстинкциях между денату. 
рированной и спиральной формами при различных длинах 
волн 781, 262 — так называемый спектр дена- 
га я турации (рис. 4.22). г 

Легко видеть, что при 255 и 270 ММК 
вклад в изменение спектра от разрушения 
пар аденин-урацил и гуанин- цитозин при 
денатурации одинаков, в результате чего 
при денатурации изменение оптической 
плотности ТРНК в этих точках не должно 

зависеть от нуклеотидного состава РНК. 
Гипохромный эффект при 955 мик, вы. | 
званный разрушением пар оснований, мо- 
жет быть оценен по данным плавления 
двухспиральных комплексов (поли-А). (по- 
ли-0) и (поли-С). (поли-С). Процентная 
гипохромия при изменении температуры 
22 290," растворов от 15 до 85°С для обеих пар ос- 
Рис. 4.22, Спектры дена- НОВаний при — ммк примерно одинакова 

турации  полинуклеоти- И Составляет 304% 263, 
дов, полученные вычи- Сложнее оценить гипохромный эффект, 
танием спектра при 0°С обусловленный плавлением односпираль- 
из спектра при 100° С°: областей. В случае РНК, обработан- 
Олеко» НО формальдегидом 263, когда образование 
ко пар оснований исключено, процентная гипо- 
дрожжей, хромия составляет 4—6% (табл. 4.14). Эту 
величину можно принять как оценку гипо- 
хромного эффекта, обусловленного односпиральными участками 
НК. 


раз- 


Поглощение, % 


240 


Если через х обозначить долю нуклеотидов в двухспиральных 
участках, через й. — процентную гипохромию нативной РНК, че- 
рез Их— процентную гипохромию, обусловленную плавлением 
двухспиральных областей, через Йод — обусловленную плавле- 
нием односпиральных областей, то при допущении независимости 
Йд и Йод можно записать: 


Пт = хйд + (1-х) йод 


Используя значения, приведенные в табл. 4.14 для Их И Мод, п 
принимая Из равной 30%, можно вычислить х. Для тРНК эта ве- 
личина оказывается порядка 59—63%. Если пренебречь плавле- 
нием односпиральных участков, то соответствующие величины воз- 
растают до 65—70%. Эти весьма приближенные оценки Тем не 
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менее дают то же значени 

е 

а степени спирализации, что и химиче- 

а рентгеноструктурные данные 38-392 
у 

— о препаратах тРНК, приготовление которых 

у ример, ) стало возможным в последнее время, сви- 


детельствуют о наличии в кри 
й сталлических образцах - 
спиральных областей. Е 


получен- 


Таблица 4.14. Гипохромные эффекты нативных 
и обработанных формальдегидом РНК 283 


Процентная гипохромия, % 


Полинуклеотид 
нативная РНК ее 
тРНК из Езейенема со ее... 19,5 45 
РНЕ” ДрОжЖжЖеЙ о, т а нее 21 6 
РАКфага бое. 23 4,5 
РНК вируса табачной мозаики (ВТМ).. 21 4 


Итак, совокупность различных методов приводит к выводу о 
значительной степени спирализации ТРНК*. Априорно можно 
предполагать достаточно много способов такой организации моле- 
кулы РНК, чтобы в ней были двухспиральные участки 280 Та 
рис. 4.23 приведено несколько возможных способов укладки моле- 
кулы аланиновой ТРНК из дрожжей (обсуждение — см. стр. 291). 

Некоторую конкретность в вопрос о вторичной структуре тРНК 
вносят данные по расщеплению молекулы фосфодиэстеразами 
в присутствии ионов магния 26 266. В результате отщепляется только 
общий для всех молекул тРНК 3’-концевой тринуклеотид РСрСРА; 
дальнейшее расщепление не происходит. , Этот факт свидетель- 
ствует, очевидно, о том, что указанный 3’-концевой тринуклеотид 
не принимает участия в образовании макроструктуры тРНК. В от- 
личие от других полирибонуклеотидов тРНК не до Кона расщеп- 
ляется полинуклеотидфосфорилазой в присутствии Мо?+, что, по- 
видимому, также свидетельствует о большой степени структуриро- 
вания тРНК в этих условиях *\. Значительно большую аа 
ность вопрос о макроструктуре тРНК приобрел т м. 
были установлены ее нуклеотидо р 
кул индивидуальных т —: ы Е 

"одели вторичной структуры РНК тью разши 
ной ТРНК, первичная структура которой была 
приближенно оценить со- 


двухспиральных участках, 
пектры односпиральными участ- 


* Спектры денатурации р 
держание пар гуанин- цитозин И 
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рована, — аланиновой тРНК 27 — на основании принципа необхо- 
димости максимально возможного числа спаренных оснований 
были предложены три вероятные структуры (см. рис. 4.23). 

Две из этих структур соответствуют уже предлагавшимся 260 на 
основании случайной последовательности структурам «шпильки» 
(а) и разветвленной модели (б). Конформация (6), получившая 
название «клеверный лист», отличается от ранее предлагавшихся 
структур (хотя не исключено, что подобная структура может быгь 
построена и для некоторой случайной последовательности нуклео- 
тидов). Неожиданно оказалось, что для всех расшифрованных 
к настоящему времени молекул ТРНК может быть построена 
структура типа «клеверный лист». 

Существует ряд доводов в пользу достоверности структуры 
типа «клеверный лист», 

1. Результаты расщепления сериновой ТРНК из дрожжей 288 
панкреатической РНК-азой и гуанил-РНК-азой более согласуются 
с моделью вторичной структуры типа «клеверный лист», чем со 
структурой типа «шпилька». Кроме того, в модели «клеверный 
лист» большее число оснований (по сравнению со «шпилькой») 
участвует в образовании водородных связей. 

2. Химическая модификация аланиновой дрожжевой тРНК дей- 
ствием бромсукцинимида, азотистой кислоты 277 или водораствори- 
мого карбодиимида 278 затрагивает в основном участки, соответ- 
ствующие петлям в модели «клеверного листа». Следует обратить 
внимание на отсутствие модификации в петлевом «универсаль- 
ном» олигонуклеотиде р@рТрЧрС как при действии М-бромсук- 
цинимида, так и при действии карбодиимида. Такой же эффект 
наблюдается при модификации суммарных препаратов тРНК акри- 
лонитрилом 27, что говорит в пользу одинаковой труднодоступ- 
ности этого олигонуклеотида во всех тРНК. В настоящее время 
трудно судить, связана ли такая дифференциация свойств нуклео- 
тидов, находящихся в петлевых участках, с некорректностью пред- 
лагаемой вторичной структуры или с существованием третичной 
структуры у тРНК (см. ниже). Возможно, еще одним доводом, 
‘уже не экспериментального характера, может служить то обстоя- 
тельство, что структура «клеверного листа» дает возможность 
расположить антикодонный тринуклеотид, олигонуклеотиды с ос- 
татками дигидроуридина и «универсальную» нуклеотидную по- 
следовательность р@арТрЧрС в одинаковых петлевых участках 
различных тРНК. Не исключено, что универсальная вторичная 
структура с универсальным расположением гомологичных после- 
довательностей имеет непосредственную связь с одинаковой ролью 
различных ТРНК в процессе биосинтеза белка. 

Анализ физико-химических свойств половинок молекул, полу- 
чающихся при расщеплении гуанил-РНК-азой Т! и панкретической 
РНК-азой молекул аланиновой и валиновой ТРНК из дрожжей в 
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условиях, когда вторичная структура тРНК максимально стаби- 
лизована, приводит к выводу ?*°. 281, что эти ТРНК в данных ло. 
виях имеют двухшпилечную конфигурацию типа структуры б, изо. 
браженной на рис. 4,23. Кроме того, расчетным путем было 
показано, что для аланиновой тРНК из дрожжей структура, содер- 
жащая максимальное число водородно-связанных пар оснований, 
лучше отвечает двухшпилечной модели 282. 

Однако для ряда тРНК двухшпилечная модель опровергается 
данными по ассоциации половинок молекулы с образованием 
комплекса, близко соответствующего по физико-химическим свой- 
ствам интактной тРНК (см., например,?83, 383-385). Более того, такой 
комплекс обладает акцепторной активностью, близкой к активно- 
сти интактной тРНК 23. Образование комплекса между половин- 
ками происходит, по-видимому, за счет образования водородных 
связей, что согласуется с одношпилечной моделью или с моделью 
«клеверного листа» (в которых половинки связаны между собой), 
но не с двухшпилечной моделью, все водородные связи которой со- 
средоточены внутри половинок. 

Дисперсия оптического вращения. Некоторую дополнительную 
информацию о вторичной структуре тРНК можно получить, ис- 
пользуя данные по дисперсии оптического вращения 238, 284. Основы- 
ваясь на некооперативном характере межплоскостного взаимодей- 
ствия оснований, из известных данных по дисперсии оптического 
вращения 16 возможных динуклеозидмонофосфатов (имеются в 
виду обычные нуклеозиды) 56, 236 и мононуклеотидов, можно рас- 
считать дисперсию оптического вращения РНК, не обладающей ни- 
какой иной вторичной структурой, кроме определяемой межпло- 
скостными взаимодействиями. Расчеты такого рода, проведенные 
для полиадениловой, полицитидиловой и полиуридиловой кислот, 
дают удовлетворительное совпадение с экспериментальными дан- 
ными, полученными в условиях, когда эти полинуклеотиды суще- 
ствуют в односпиральной конформации 238. Однако подобные же 
расчеты для ТРНК дают картину, резко отличающуюся от экспе- 
риментальной, что связано, по-видимому, со значительным вкля- 
дом пар оснований во вторичную структуру тРНК. 

Задавшись определенной моделью вторичной структуры тТРНК 
с определенным содержанием комплементарных пар аденин - ура- 
цил и гуанин. цитозин, можно рассчитать соответствующую этой 
модели дисперсию оптического вращения, если известны измене- 
ния, вносимые в картину дисперсии односпиральной молекулы 
при образовании пар оснований. Величину этих изменений можно 
приближенно оценить, сопоставляя кривые дисперсий оптического 
вращения двухспиральных комплексов (поли-А). (поли-0) и 
(поли-С) : (поли-С) и односпиральных молекул поли-А, поли-0, 
поли-а и поли-С 285, 286 Такое сопоставление, вообще говоря, дает 
принципиальную возможность выбора наиболее вероятных Типов 
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вых КИслот 
модели типа «клеверный лист» 27%. Аналогичное сопоставление 
расчетных и экспериментальных данных для фрагмента. соответ. 


ствующего антикодоновой петле этой тРНК 37, также пока 
совпадение для схемы спаривания по типу модели 
листа» 21. 

Наконец, возможно сопоставление экспериментального профи. 
ля плавления тТРНК с теоретически рассчитанным, подобно том 
как это делается в случае ДНК (см. стр. 281) 3%. Такое сопоставле- 
ние было проведено для ряда индивидуальных тРНК, и в случае 
сериновой тРНК из дрожжей показано хорошее совпадение экспе- 
риментальных данных с расчетными, полученными на основе мо- 
дели типа «клеверный лист». Для аланиновой и тирозиновой тРНК 
из дрожжей обнаружены, однако, значительные расхождения меж- 
ду расчетом и экспериментом. Следует отметить, что расчеты та- 
кого рода можно рассматривать лишь как весьма приближенные, 
поскольку пренебрегают межплоскостными взаимодействиями в 
неспаренных областях, а также влиянием катионов и третичной 
структуры на термические переходы тРНК 3%. 

одводя итоги, следует сказать, что в настоящее время пока 
не существует ни одного убедительного доказательства в пользу 
существования той или другой выдвинутой модели вторичной 
структуры тРНК. Пользующаяся в настоящее время наибольшей 
популярностью модель «клеверного листа» также эксперименталь- 
но мало обоснована. 

Исследования ТРНК методами двойного лучепреломления, 
электронной микроскопии, поляризации флуоресценции 2", рент- 
геновского рассеяния под малыми углами 287, 288 привели к выводу 
о палочкообразном характере молекул тРНК с размерами 100 А 

. Этот вывод подтверждается также и 
изучением гидродинамических свойств молекул тРНК 289. Естествен- 
Но, что в случае любой разветвленной схемы вторичной структуры 


необходима еще некоторая надструктура, обусловливающая палоч- 
кообразный характер молекулы. 


зывает 
< Клеверного 


2. Проблема третичной структуры тРНК 


Как уже отмечалось, «универсальный» для всех исследованных 
индивидуальных тРНК тетрануклеотил РарТррс, который нахо- 
дится, очевидно, в петлевой области, не модифицируется при дейст- 
вии различных химических агентов. Это является, возможно, след- 
ствием экранирования соответствующих нуклеотидов за счет обра- 
зования некой третичной структуры полимерной молекулы. При 
действии нуклеаз на различные тРНК в условиях стабилизации 
вторичной структуры молекулы из всех возможных мест атаки фер- 
ментом прежде всего расщепляется петля, содержашая предпо- 
лагаемый антикодон 283, 290. В результате молекулу тРНК удается 
расщепить на две половинки. Это, по-видимому, означает, что пет- 


и третичной 


время пока 
за в пользу 

вторичной 
наибольшей 
‚рименталь- 


еломления, 
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ля с антикодоном находится в несколько отличных от других не- 
спиральных участков условиях и наводит на мысль о существова- 
НИИ особой укладки молекулы, сверх той, которая обусловлена вто- 
ричной структурой. 

Дальнейшие подтверждения такого вывода были найдены при 
изучении процесса тепловой денатурации тРНК. Если среда не со- 
держит ионов магния, то в момент, 


когда оптическая плотность раство- 080 
ра тРНК меняется еще незначи- 475 
тельно, гидродинамические характе- р, 082 
ристики молекулы (такие, как ха- 27 058 
рактеристическая вязкость и коэф- 484 
фициент седиментации) претерпева- к 
ют существенное изменение 28°, 291 014 
(рис. 4.24). Поскольку оптические 012 
свойства в основном определяются ы ыы 
межплоскостными взаимодействия- (?”””° 27 
ми между основаниями (и парами 008, 
оснований) цепи, а гидродинамиче- 005 А 
ские — объемом и формой молеку- . 2 
лы, эти результаты означают, что 28 
при малом изменении степени меж- 32 
плоскостных взаимодействий (т. ©. $20 25 = 
вторичной структуры молекулы) > 
, 


происходят значительные изменения 
—! 

В оао о о т 

отдельных частей молеку - тур 

т. е. в ее третичной структуре. 

Двухфазный РНК * перехода рис. 4.24. Температурная зависи- 
при денатурации Т ТК следует мость некоторых физических пара- 
также из исследовании по поляри- метров тРНК дрожжей в`растворе 
зации флуоресценции красителя 0,2 В Ри М р на- 

ао трия , динатриево соли 

акрифлавина, связанного с Оба диамиате ааа исой = ки 

ком аденозина на 3’-конце молеку- слоты, рН 6,85 (эффекты, наблю- 

лы ТРНК, в процессе денатурации даемые при повышении темпера- 

тРНК 29°, 293 туры от 0 до 20°С, связаны 
з с агрегацией тРНК) 2". 

Свидетельством в пользу суще- 
ствования третичной структуры в 
ряде индивидуальных ТРНК из Е. сой является 40° двухфазный 
характер изменения поглощения в области 335 ммк, характерного 
для 4-тиоуридина. Поскольку, как правило, в одной молекуле 


* Методом дифференциальной спектрофотометрии при термической денату- 
рации аланиновой ТРНК из дрожжей недавно обнаружено существование не 
менее трех фазовых переходов т. Неясно, однако, связаны ли они с третичной 


структурой или с независимым плавлением отдельных спиральных участков 
«клеверного листа», 
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КИслот 


тРНК содержится один остаток 4-тиоуридина, то двухф 
рактер плавления вряд ли является следствием независимого плав. 
ления отдельных спиральных участков, а скорее „всего Является 
результатом поочередного разрушения третичной и вторичной 
структур молекулы “0. 

Интересно отметить, что в присутствии ионов магния и гидроди. 
намические, и оптические“ свойства ТРНК меняются синхронно, 
причем заметно увеличиваю и степень кооператив. 
ности перехода 21 (увеличение концентрации одновалентных катио- 
нов приводит к возрастанию Ту, но не степени кооперативности). 
Такой эффект также может быть приписан с 
ной структуры, если принять, что 
третичная структура предохраняе 
полинуклеотида от сепаратного п 
билизованной молекулы тРНК ( 
этом третичная структура разруш 

Рассмотренные физические да 
того, что все наблю 


азный ха. 


, 

чески активной (нативн 

чаются д свойствам, причем 

б «денатурированная») 
ько незначительно от- 


что позволяют предполагать наличие заметного энергетического 

барьера между ними. Нативная форма может быть превращена 

В «денатурированную» при инкубации с комплексообразующими 

агентами, такими, как т и 0°С 2! Однако обрат- 

я при комнатной темпе- 

ь ускорен, если раствор 

рно до 60° С, а затем ох- 

‚› означает, что для перехода «денатуриро- 

ванной» формы в нативную необходимо разрушить какую-то 
структуру (возможно, третичную). Аналогичные переходы м 
ходят при изменении рН. Конечно, не исключено также, что пр 


ричной, 
ОЖНоСти 
тезначи- 
ее в со- 
‚нтатив- 


рфекты, 


аны. из- 


ю тре- 
цество- 
в ДВУХ 
ревра- 
ологи- 
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енатураци 
щей близким к ме. о Ура В 
отличающейся от нее о, ю ое 
Ё расположением спиральных и петлевых об- 
ластей. 
оо что условием биологической активности 
Е о сформированная при данной вторичной 
р я структура. Изменения в этой третичной структуре, воз- 
можно являющиеся следствием изменений (незначительных) во 
вторичной структуре, приводят к утрате биологической активности. 
Условия, в которых возможно восстановление правильной вторич- 
ной и третичной структур, приводят и к восстановлению биологи- 
ческой активности. 
Предположение о существовании третичной структуры тТРНК 
ставит также вопрос о конкретных способах образования такой 
структуры. Имеющиеся по этому поводу’ сведения очень немного- 
численны. Как уже отмечалось, петля с антикодоном, вероятно, 
в меньшей степени экраниревана третичной структурой по сравне- 
нию с петлей, содержащей «универсальную» последовательность 
рОрТр\рС. Этот тетрануклеотидный участок, по-видимому, играет 
какую-то особую роль при образовании третичной структуры, как 
следует из сопоставления свойств нативной тРНК и тРНК, в кото- 
рой остаток псевдоуридина в тетрануклеотиде цианэтилирован дей- 
ствием акрилонитрила °*. Цианэтилированная тРНК значительно 
легче расщепляется панкреатической рибонуклеазой в присутствии 
ионов магния, чем нативная ТРНК. При действии фосфодиэстера- 
зы змеиного яда на цианэтилированную тРНК в присутствии Мэ*+ 
расщепление не останавливается после отщепления концевой три- 
нуклеотидной последовательности рСрСРрА, как это наблюдается 
для нативной ТРНК. Анализ кривых плавления показывает, что 
после цианэтилирования число образованных пар аденин. урацил 
и гуанин. цитозин (по сравнению с нативным препаратом) ме- 
няется мало; гиперхромные эффекты в обоих случаях низки. Судя 
по этим данным, цианэтилирование мало сказывается на вторич- 
ной структуре, но вызывает значительные изменения третичной 
структуры. Такой вывод подтверждается также и тем, что плав- 
ление макроструктуры цианэтилированной тРНК в присутствии 
Мэ?* представляет менее кооперативный процесс, чем плавление 


нативной тРНК. 
Высказывались предположения о возможности попе анея 
третичной структуры за счет образования комплементарных зы 
между основаниями из разных петель, ых а РК 
та 

при наложении петель друг на дру 

к дрожжей, например, при наложении боковых р в ы 
друга возможно образование двух таких пар гуанин . Ц 


двух пар аденин * урацил. 
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=. 

Отмечалось 388, что в ряде тРНК возможна укладка петель за 
счет образования водородных связей между динуклеотидами рос 


в рГррС-петле и рАр@ в дигидроуридиновой петле, а та 


Э-конец 


о 
1:1 


Рис. 4.25. Пред- 
лагаемая схема 
третичной стру- 
ктуры аланино- 
вой ТРНК из 
дрожжей (вто- 


ричная  струк- 
тура соогветст» 
вует модели ти* 
па „клеверный 
лист“. обозна- 
чение петель см. 
рис. 4.33, в) 288. 


кже меж. 
ду р@р@ дигидроуридиновой петли и рСрС 3/-кон. 
цевого тринуклеотида РСрСрА. Для сериновой 
ТРНК из дрожжей возможна, кроме того, связь 
последовательности рОрО в дополнительной петле 
с рАрА-фрагментом в дигидроуридиновой петле, 
Такая структура согласуется с данными по окисле. 
нию ТРНК моноперфталевой кислотой при различ- 
ных температурах 38, однако данные ИК-спектро- 
скопии 386 не согласуются с числом пар оснований, 
предполагаемым в этой модели. 

Была сделана попытка построить стереохимиче- 
ские модели различных третичных структур алани- 
новой ТРНК (из дрожжей) на базе известной ну- 
клеотидной последовательности и предложенной 
Холли вторичной структуры молекулы типа «кле- 
верный лист», затем рассчитать для каждой полу- 
ченной модели интенсивности малоуглового рассея- 
ния рентгеновских лучей и сопоставить эти значе- 
ния с экспериментальными величинами 288. Лучшее 
совпадение было получено для модели, схемати- 
чески изображенной на рис. 4.25 (хотя при углах 
выше 60 мрад наблюдаются заметные расхожде- 
ния). Такая конформация, по-видимому, согласует- 
ся с имеющимися данными. Действительно, петля 
с антикодоном находится в менее экранированном 
состоянии, чем две другие петли, что должно обе- 
спечивать большую реакционную способность этого 


участка. Изложенное, конечно, не исключает возможности сущест- 
вования и других 393 моделей *. 


3. Вторичная и третичная структуры 5$ РНК 


В настоящее время для двух индивидуальных 5$ РНК установ- 
лена первичная структура молекулы 302—304. Коэффициент седимен- 
тации 55 РНК мало зависит от концентрации ионов магния (в ин- 
тервале до 10-2 М) и ионов натрия (в интервале до 0,5 М) 305, что 
дает основание предположить довольно высокую жесткость трех- 
мерной структуры молекулы 5$ РНК. 


* Имеется ряд работ по малоугловому рассеянию рентгеновских лучей, где 
на основании вычисленных параметров длины и диаметра молекулы в качестве 


наиболее вероятной для ТРНК принимается конформация шпильки (см., на- 


пример, 27). 


А 
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< “4 с оны увеличение молярной экстинкции препаратов 5$ 
Зо ‚ СО" после обработки формальдегидом %5 позволяет сде- 
Но лать вывод о существовании в молекуле б 
Но о уле большого числа спаренных 
мы. оснований. Этот вывод подтверждается и 
Связь оптического вращения ( данными по дисперсии 
и пет ак: сопоставление экспериментальных данных 
пе Ле р анными для известной нуклеотидной последовательности 
ки Ни, что такая последовательность не дает спирали- 
ть ы х участков, см. стр. 292) 308, 307, О том же свидетельствует 
Зазлич. различная устойчивость олигонуклеотидных участков молекулы 
тектро. к деиствию нуклеаз, и, наконец, различная реакционная способ- 
ваний, Е оснований в полинуклеотидной последовательно- 
ти : 
Ими. Оценка количества спаренных оснований в молекуле 5$ РНК 
алани. проведена а способами. Исходя из различий гипохро- 
ой Ну, мии при 255 ммк 305, 6 нативной и обработанной формальдегидом 
ин 55 РНК из Е. сой (см. стр. 288), было сделано заключение о том, 
ной что в двухспиральные участки входит от 63% 305 до 67—72 306 от 
«Кле- общего числа нуклеотидов молекулы. Оценка относительного со- 
 полу- держания комплементарных пар оснований аденин.:урацил и гуа- 
рассея- нин . цитозин 308, проведенная по спектрам денатурации (см. 
значе- стр. 288), дает величину 60—70% пар гуанин: цитозин. При окисле- 
Гучшее нии адениновых ядер молекулы 5$ РНК из Е. сой моноперфталевой 
емати- кислотой 8 при, 20°С реакционноспособными оказываются только 
углах 43,74 оснований, т. е. 23 адениновых звена, что согласуется с ко- 
СдЕ- личеством пар аденин: урацил, оцениваемым на основании спек- 
;% ь тров денатурации !97. Таким образом, для 55$ РНК, как и для 
асует тРНК, наблюдается высокая степень спирализации молекулы. 
петля В настоящее время предложено несколько моделей вторичной 
анном структуры 55 РНК 3°?, 303, 307, 309. Модель Сенжера, выдвинутая для 
› обе- 5$ РНК из Е. соЙ, содержит 23 пары оснований. Это соответствует 
этоге степени спирализованности полинуклеотида_ ^—38% и плохо согла- 
пцест° суется с приведенными выше данными. Другие ‚модели близки 
между собой по содержанию спаренных оснований и согласуются 
с найденными физико-химическими характеристиками 5$ РНК. 
Сейчас пока трудно отдать предпочтение какой-либо из них. Все 
эти модели близко напоминают структуру типа «клеверный 
В лист», предложенную для тРНК. Подобная структура может быть 
гано построена для обеих расшифрованных к настоящему времени 55 
име! РНК 9. Однако сейчас еще рано говорить об ее общности. 
(в ий Для того чтобы принять компактную форму, ВО ВИК 
05, что наблюдаемым гидродинамическим свойствам, молекула $ о 
трех должна, вероятно, обладать также и третичной о [5 
давно были обнаружены различные формы 5$ : УСНОВнХ 
] взаимопревращаемости которых близки к условиям а 
м щений «конформомеров» тРНК 3, 401. Получаемая о 
ей, ре ная» форма 5$ РНК не обладает биологической активностью. Не 
ест з 
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ее чееманвьныИй == 
ясно пока, насколько это обстоятельство свидетельствует о близкой 
аналогии конформаций 5$ РНК и ТРНК, однако можно полагать 
что взаимопревращение различных форм 5$ РНК (так же, как ы 
в случае тРНК) наиболее вероятно объясняется перестройкой тре. 
тичной структуры молекулы при малых изменениях в ее вторичной 
структуре. Таким образом, на примере двух типов молекул РНК 
обладающих одноцепочечной структурой, видно, что для таких мо. 
лекул в растворе наблюдается образование двухспиральных участ- 
ков, разделенных неспиральными областями; этим вызвано разли- 
чие свойств одних и тех же оснований в составе одной мо- 
лекулы. 

Ситуация подобного рода, по-видимому, характерна и для более 
высокомолекулярных РНК, таких, как 16$ и 93$ рибосомальные 
РНК и вирусные РНК. Имеется ряд доводов в пользу такого пред- 
положения (см. 243); в частности, результаты по расщеплению вы- 
сокомолекулярных РНК нуклеазами показывают, что в этих моле. 
кулах имеются достаточно длинные олигонуклеотиды, устойчивые 
к действию ферментов 3!!-314. Теми же методами, что и в случае 
тРНК и 5$ РНК, установлена высокая степень спирализации таких 
высокополимерных молекул, однако до построения конкретных мо- 
делей вторичной структуры здесь еще, естественно, очень далеко. 
Данная проблема даже при условии установления первичной 
структуры высокополимерных РНК значительно сложнее, чем в 
случае низкомолекулярных РНК, поскольку должно иметься, оче- 
видно, существенно большее число вариантов образования различ- 
ных двухспиральных участков. 

Следует заметить, однако, что установление точной вторичной 
структуры для высокополимерных РНК, возможно, и не имеет осо- 
бого смысла, ибо в биологических системах такие РНК существуют, 
как правило, в виде различных комплексов с белками. Вторичная 
структура РНК в этих комплексах может совершенно отличаться 
от структуры входящей в них «чистой» нуклеиновой кислоты, и, 
таким образом, знание последней вряд ли даст значительную 
информацию о биологических функциях РНК. Более того, не 
исключено, что высокомолекулярные РНК не обладают единой 
вторичной структурой, а представлены в растворе набором (может 
быть, довольно большим) молекул с различными схемами спари- 
вания оснований. 

Наиболее важным для химиков следствием существования вто- 
ричной и третичной структур полимерных молекул нуклеиновых 
кислот является различие реакционной способности оснований в 
двухспиральных и односпиральных молекулах и участках молекул, 

а также различие реакционной способности оснований в виде мо- 
номерных единиц и в составе полинуклеотидных цепей. 


Тойчивые 
В случае 
(ии таких 
ТНЫХ М0- 
ь далеко. 
ервичной 
е, чем в 
ься, оче- 
‚ различ- 
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ГЛАВА 5 


НИНА ОНИ 


РЕАКЦИИ ЗАМЕЩЕНИЯ И ПРИСОЕДИНЕНИЯ 
ПО ГЕТЕРОЦИКЛИЧЕСКИМ ЯДРАМ ОСНОВАНИЙ 
НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ И ИХ ПРОИЗВОДНЫХ 


1, ВВЕДЕНИЕ 


Реакции замещения в гетероциклическом ядре оснований 
нуклеиновых кислот характерны как для пуриновых, так и для 
пиримидиновых производных. Они включают реакции электрофиль- 
ного замещения протонов, связанных с атомами углерода или 
азота, входящими в состав цикла, а также реакции нуклеофильного 
замещения экзоциклических аминогрупп. Реакции присоединения 
по углерод-углеродной двойной связи гетероцикла, которые могут 
быть как электрофильными, так и нуклеофильными, пока известны 
только для пиримидиновых оснований, тогда как у пуринов связь 
С-4—С-5, по-видимому, весьма стабильна. К реакциям присоеди- 
нения можно условно, как сделано в этой книге, отнести также 
электрофильные реакции по атомам азота пиридинового типа, об- 
ладающим свободной электронной парой. В результате таких ре- 
акций в гетероциклическом ядре появляется новая группа без уда- 
ления групп или атомов, уже бывших в составе ядра до реакции. 

В данной главе рассматриваются все указанные типы реакций. 
Они характерны тем, что приводят к модификации гетероцикличе- 
ского ядра без его разрушения. Попутно здесь рассматриваются 
также некоторые реакции, в которых продукты присоединения или 
замещения являются нестабильными и претерпевают ‘дальнейшие 
превращения. Более подробно такие реакции рассмотрены в других 
главах. 


п. РЕАКЦИИ ЗАМЕЩЕНИЯ И ПРИСОЕДИНЕНИЯ 
ПО АТОМАМ УГЛЕРОДА 


1. Галоидирование 


Пиримидиновые производные. При галоидировании в безводной 
среде происходит непосредственное замещение атома водорода у 
углеродного атома С-5 пиримидинового цикла. Такое замещение 
может быть осуществлево действием либо свободных галоидов, 


либо М-галоидамидов. 
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Действие галоидов. Наиболее распространенным спос 
бом получения 5-хлор- и 5-бром (но не 5-иод-) производных ме 
мидиновых оснований нуклеозидов и нуклеотидов является к 
лоидирование действием свободных галогенов в безводной среде 
Реакция может быть, по-видимому, представлена следующей схе. 
мой, которая предполагает электрофильную атаку положительным 
ионом галоида по атому С-5, обладающему избытком л-электрон- 
ной плотности (см. стр. 153). 


На! 
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В-атом водорода или углеводный остаток 
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Обычно хлорирование производных урацила осуществляют до- 
бавлением раствора хлора в четыреххлористом углероде к рас- 
твору исходного соединения в ледяной уксусной кислоте. Реакция 
протекает очень легко и заканчивается в течение нескольких часов 
при комнатной температуре или за несколько минут в более жест- 
ких условиях, Таким способом удалось получить 5-хлоруридин "2, 
5-хлордезоксиуридин 3, 5-хлоруридин-5’-фосфат%5 и 5-хлорури- 
дин-2’(3’)-фосфат6. Цитидин в этих условиях хлорируется плохо, 
и получить с удовлетворительным выходом 5-хлорцитидин не 
удается”. Скорее всего это связано с тем, что в ледяной уксусной 
кислоте цитидин существует в протонированной форме и электро- 
фильная атака катиона цитидина затруднена. Однако при облуче- 
нии ультрафиолетовым светом реакционной смеси, содержащей 
хлор и цитидин? (или дезоксицитидин 8), 5-хлорпроизводное обра- 
зуется очень гладко. Большая легкость реакции обусловлена, в0з- 
можно, тем обстоятельством, что в реакцию вступает возбужденное 
цитозиновое ядро (см. гл. 12); не исключено, однако, что при об- 
лучении меняется механизм реакции и вместо электрофильного 
происходит гомолитическое замещение за счет образования ради- 
калов хлора. 

Бромирование производных урацила бромом в органических 
растворителях также протекает в очень мягких условиях. Так, на- 
пример, в диметилформамиде при добавлении брома 5-бромпроиз- 
водные уридина образуются с практически количественными выхо- 
дами за несколько минут уже при 0°С°. Аналогично, хотя и в не- 
сколько более жестких условиях, при бромировании в ЭТИЛОВОМ 
спирте был получен 5-бромуридин !9. При использовании в а остве 
растворителей диметилформамида®, пиридина! и формамида 
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были получены 5-бромпроизводные цитидина® и з 
Мягки дезоксицитиди 
ы ть условия бромирования позволяют непосредственно 
Е, как м о ядро таких лабильных соедине- 
оне о с аты, что и было использовано, в част- 
ни НО -бромдезоксицитидинтрифосфата действием 
р температуре раствора брома в четыреххлористом 
углероде на растворенный в формамиде трифосфат !?. 

Присутствие воды в органических растворителях приводит к 
присоединению по двойной связи? (см. стр. 330), однако если 
в реакционной смеси присутствует кислота, то в конечном итоге 
образуются 5-бромпроизводные. Так, при бромировании нуклео- 
зидмонофосфатов в смеси диоксана с разбавленной азотной кисло- 
той раствором брома в СС образуются почти количественно 
5-бромуридинмонофосфаты *6 и 5-бромцитидинмонофосфаты 5. 
В данном случае остается неясным, идет ли бромирование по ме- 
ханизму непосредственного электрофильного замещения, или в ка- 
честве промежуточного продукта образуется 5-бром-6-окси-5,6-ди- 
гидронуклеозидмонофосфаты (см. стр. 330). С хорошими выходами 
5-бромпроизводные получаются также при действии брома с одно- 
временным облучением ультрафиолетовым светом 7,8, Как и в.слу- 
чае хлорирования (см. стр. 312), пока неясно, по какому меха- 
низму протекает эта реакция. 

Иодирование пиримидиновых оснований протекает в значи- 
тельно более жестких условиях. Так, например, в методе Прусо- 
фа! М, широко применяющемся для синтеза 5-иодпроизводных 
уридина и дезоксиуридина, используется нагревание нуклеозида 
с иодом в хлороформенном растворе в присутствии разбавленной 
азотной кислоты в течение нескольких часов. Модификации этого 
метода заключаются в применении азотной кислоты разной кон- 
центрации, в использовании различных органических растворите- 
лей или разной продолжительности реакции. Эти модификации 
использовались для получения 5-иодуридина '3 157, 5-иоддезокси- 
уридина '*, 16 и меченных радиоактивными изотолами иода 5-иод- 
производных уридина 13,18 и дезоксиуридина ^^. Хорошие резуль- 
таты получаются также при использовании метода Прусофа ДЛЯ 
иодирования уридин-5’-фосфата * и уридин-2' (3) -фосфата ". Дру- 
гим возможным способом получения 5-иодпроизводного урацила 
является иодирование элементарным иодом. В присутствии щело 


чи 1% 18. 
Применение метода Прусофа о о 
лоэффек а 
цитидина и дезоксицитидина Ма ее. 


виях > 
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ной связи ?'. Однако если ат т оиях нь 
р 6, 21, 22 
рошими выходами и В дов кА Е 
производн 
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И. вы что при использовании последнего метода 
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наблюдается побочная реакция, приводящая к образовани 
10% соединения, насыщенного по С-5—С-6-двойной СВЯЗИ 71, 23 
торое, по-видимому, является 5,5-дииод-5,6-дигидро-б-оксици 
дезоксиуридином [ 23. 


Образование этого продукта, очевидно, аналогично образованию 
5,5-дибром-6-окси-5,6-дигидропроизводных урацила и цитозина при 
бромировании в водной среде (см. стр. 331). 

В значительно более мягких условиях иодирование протекает, 
если в качестве иодирующего агента используется хлористый иод 
101% %. Проведение реакции в М-этилацетамиде 24, 2 и диметил- 
сульфоксиде?* приводит к высоким выходам иодпроизводных уже 
при комнатной температуре. При использовании в качестве раство- 
рителя диметилформамида 6 образуются значительные количества 
5-иод-6-окси-5,6-дигидропиримидиновых производных, что связано, 
по-видимому, с трудностями полного удаления воды из данного 
растворителя. Параллельно, однако, проходит и прямое замещение 
водорода с образованием 5-иодпроизводного. Следует отметить, 
что образование иодпроизводных при использовании в качестве 
галоидирующего агента хлористого иода свидетельствует об элек- 
трофильном характере рассматриваемой реакции. 

Действие М-галоидамидов и М№-галоидимидов. 
М-Галоидамиды и М-галоидимиды являются эффективными галои- 
дирующими агентами, позволяющими в чрезвычайно мягких усло- 
виях производить замену водорода при С-5 пиримидинового цикла. 
5-Хлорпроизводные уридина и цитидина образуются при действии 
на уридин и цитидин М№М-хлорсукцинимида в диметилформами- 
де?7, 28. Аналогично при действии М-бромсукцинимида на триалкил- 
аммониевые соли уридинфосфатов в диоксане за несколько дней 
при комнатной температуре удается получить практически количе- 
ственные выходы соответствующих 5-бромпроизводных 29-32. 

Интересно отметить, что для иодирования М-иодсукцинимидом 
в диметилсульфоксиде? необходимы каталитические количества 
ди-н-бутилдисульфида; в М-этилацетамиде как растворителе реак- 
ция не идет даже в присутствии катализатора. Возможно, что 
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ди-н-бутилдисульфид необходим для образования промежуточного 
галоидирующего агента, например н-бутилсульфенилиодида 33. Дру- 
гим интересным обстоятельством является тот факт, что если иоди- 
рование производных урацила идет легко и в мягких условиях, так 
что удается из уридинтрифосфата с хорошим выходом получить 
5-иодуридинтрифосфат 2“, то производные цитозина в этих же усло- 
виях не иодируются. Причина этого явления пока не ясна. 

Пуриновые производные. Если в пиримидинах замещение водо- 
рода на галоид происходит только в безводной среде, то в пуринах, 
где невозможна конкурирующая реакция присоединения по двой- 
ной связи С-4—С-5, замещение наблюдается как в водных, так и 
в безводных растворителях, причем, как уже отмечалось ранее (см. 
стр. 199), производные гуанина галоидируются значительно легче, 
чем производные аденина. 

При бромировании бромной водой при комнатной температуре 
происходит быстрое разрушение гуанинового цикла, что приводит 
к исчезновению поглощения растворов гуанозина в области 250— 
300 ммк 3-36. Среди продуктов, образующихся при бромировании 
гуанозина в воде, удается выделить 8-бромгуанозин П 37, 38, кото- 
рый, однако, быстро окисляется бромом с разрушением как пири- 
мидинового, так и имидазольного циклов 38. В конечном итоге об- 
разуются рибозилмочевина ПГ, рибозилоксалуровая кислота ТУ, 
шавелевая кислота и гуанидин. 
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но он 
1 


Ш 

оды в мягких условиях может 
го получения производных гу- 
экв бромной воды 


Тем не менее действие бромной в 


быть использовано для препаративно т 
анина 399,340. Так, при использовании *, 
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в буферном растворе (рН 3) при комнатной температуре бы; 
чен 8-бромгуанозин-5’-фосфат; выход более 60% 346. Пов 
или понижение рН среды уменьшало выход продукта. 

При использовании органических растворителей основны 
дуктом реакции гуанозина с бромом является 8-бромгуанозин Не. 
зависимо от того, проводится ли реакция в диметилформамидез 
ледяной уксусной кислоте 3, диоксане “0 или в смеси диоксана с 
метилцеллозольвом “1, При проведении реакции между эквивалент. 
ными количествами гуанозина и брома при 0°С в диметилформ. 
амиде выход бромпроизводного уже через 30 сек достигает 50% п 
далее не меняется в течение часа°. Скорость образования 8-бром- 
гуанозина приблизительно равна скорости образования в тех же 
условиях 5-бромцитидина и 5-бромуридина. 

При бромировании в диметилформамиде при 0°С аденозин не 
затрагивается, однако при проведении реакции при 50—60° С в де- 
дяной уксусной кислоте довольно легко образуется 3%, 42 8-бромаде- 
нозин *. 

Причины различного поведения аденозина в этих двух раство- 
рителях пока не ясны. 

В водных растворах производные аденина под действием бром- 
ной воды не бромируются. Однако в присутствии щелочи “3, 340, 341 
или в буферных растворах с РН > 3 образуются соответствующие 
8-бромпроизводные 340, 341. При значениях рН?7 в процессе броми- 
рования, по-видимому, протекает деградация гетероциклического 
основания. При значениях рН < 3 реакция замедляется, вероятно, 
вследствие протонирования аденинового ядра, которое затрудняет 
электрофильную атаку. Бромированием в буфере с рН, примерно 
равным 4, при комнатной температуре были получены с высокими 
выходами 2”, 3”- и 5”-фосфаты 8-бромаденозина, а также 8-бром- 
аденозинди- и трифосфаты 43. 341. 

Реакция иодирования с помощью хлористого иода в органиче- 
ских растворителях, таких, как М-этилацетамид 5 или диметил- 
формамид 26, затрагивает только гуанозин, тогда как адениновое 
ядро при этом остается неизменным. 

Превращения, происходящие с пуриновыми основаниями (в со- 
ставе нуклеозидов) при их галоидировании с использованием в ка- 
честве галоидирующих агентов М-галоидамидов и М-галоидимидов, 
исследованы пока недостаточно. В настоящее время можно заклю- 
чить лишь следующее: при действии на пуриновые нуклеозиды 
№М-хлорсукцинимида в диметилформамиде аденин не затрагивается, 
тогда как гуаниновый цикл разрушается, возможно, с промежуточ- 
ным образованием 8-хлоргуанозина ?7, 28, 

В отличие от этого бромирование аденозина и дезоксиаденозина 
в виде их 27,37,5/-три- и 3/,5/-ди-О-ацетильных производных в Хлоро- 


М про. 


. итриО-аЙа- 
* Для реакции в ледяной уксусной кислоте используются 2”.3/.5'-три О-аце 
тильные производные аденозина или 2’,3’-изопропилиденаденозин *. 
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а форме действием М-бромацетамида в очень мягких условиях дает 
м м 8-бромпроизводные 39. Действие М№-бромсукцинимида в воде не за- 
ож) ыы но приводит к изменению гуанозина с образо- 
< Мы вание, димому, 8-бромгуанозина 37, М-Иодсукцинимид в во- 
им де не реагирует ни с аденозином, ни с гуанозином, но в диметил- 
У За сульфоксиде в присутствии ди-н-бутилдисульфида гуанозин в очень 
ЛИ, № мягких условиях иодируется с образованием 8-иодгуанозина 2", то: 
рае? р] гда как аденозин в этих условиях остается неизменным. 
Ваня $ И Заканчивая рассмотрение реакции галоидирования мономерных 
би компонентов нуклеиновых кислот, следует отметить следующие 


Ввщ, — основные закономерности: 
а) галоидирование протекает путем первичной атаки галоида 


Адена, По атому С-5 пиримидиновых и атому С-8 пуриновых оснований; 
Св 6) по своей реакционной способности в этой реакции галоиды 
{2 бра можно расположить в ряд СЁ, Вг» > 1<1 > 15; 

й в) скорость и направление реакции галоидирования сильно за- 
Ву рать висят от природы растворителя, присутствия в реакционной смеси 


воды, а в случае М-галоидамидов и М-галоидимидов карбоновых 
кислот —‘от присутствия катализаторов (таких, как алкилдисуль- 
вием \ фиды). 


очи 34 Характеристики галоидпроизводных. Введение галоида в гете- 
тствующе  роциклическое ядро приводит к батохромному сдвигу в ультра- 
ссе бром" фиолетовой области спектра по сравнению с исходным негалоиди- 
клического рованным соединением (см., например, 6, 15, 39). Особенно это за- 


вероятно метно для пиримидиновых производных. Величина батохромного 
атрудняе" сдвига увеличивается в ряду Е- < С!- < Вт- < [- (табл. 5.1). В этом 
пример же ряду уменьшается разность между значениями рК» негалои- 


‚ысокимИ дированных и галоидсодержащих нуклеозидов. 
я 8-бром Таблица 5.1. Спектральные и кислотно-основные Ко нЕСыт. 
А нуклеозидных производных урацила и их галоидзамещенных ^* 
[о 
тани 
;. ети лаки РК: Соединение А птах» мк РКа 
ди 080 ЧОеТИНАЕ (ФН 1,0-5,0) & {ФН 1,0-5,0) 
ений 
(0: Уридин..... 262 9,25 | 5-Бромуридин .. 279 8,20 
МИ (в 4. Дезоксиуридин . 262 9,30 | 5-Бромдезоксиури- в и 
| м к 5-Фторуридин . . 271 7,75 Дина Я ны 
ие уд 5-Фтордезокси- 5-Иодуридин .. , 
идиМ 10’ уридин... . 271 7,80 | 5-Иоддезоксиури- т м 
38 5-Хлоруридин .. 278 8,20 О оч 2 з 
#о ой 5-Хлордезокси- : 
ий урилин ...-.- 279 7,90 
ие - 
Вии" Уменьшение рКа при введении галоида в гетероциклическое 
0 1 ядро дает возможность отделять галоидированные нуклеозиды 
и о’ от негалоидированных методами, основанными на лини в ве- 
я, ий личине заряда, например ионообменной хроматографией !8, 19. 
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ЕНИЯ поЯя 
—— "ДР: 
—— 
Введение галоида в гетероциклическое ядро ПИримидиновы 
производных понижает стабильность М-гликозидной СВЯЗИ СоОтВе 
т. 


ствующих нуклеозидов в кислой среде (см. стр. 486), а также 
снижает устойчивость гетероциклического ядра к щелочному рае. 
щеплению. Введение галоида существенно сказывается и на фото. 
химическом поведении пиримидиновых оснований и их производ. 
ных (см. гл. 12). 

Реакционная способность галоидного заместителя в пи 
новом цикле довольно низка. Тем не менее, известен ря 
обмена галоида, дающих возможность синтезировать 5 
ные аналоги, широко используемые в биологических исследова- 
ниях. Так, например, при кипячении 5-бромуридина с морфолином 
был получен 5-морфолиноуридин г из 5-бромпроизводных урацила 
под действием бикарбоната натрия в щелочной среде образуются 
5-оксипроизводные “6, 47. Описано также превращение 5-бромури- 
дина “$, 49 и 5-бромдезоксиуридина ° в 5-аминопроизводные при 
действии аммиака при 50—55°С под давлением. Значительно бо- 
лее подвижен галоид, связанный с атомом С-8 в пурино 
производных. Это позволяет получать 8-замещенные ан 


Римиди- 


ВЫХ 


действием различных нуклеофильных реагентов 39, 51, 52, 339—341 а так- 
же синтезировать циклонуклеозиды, У которых кислород гидр- 
оксильной группы углеводного остатка связан с атомом С-8 пу- 


ров триметилгексадецил- 


‚ Рибосомальной и транс- 
портной РНК 88 в безводном диметилформамиде удалось провести 


бромирование этих полинуклеотидов бромом. 

При галоидировании рибонуклеиновых кислот (в течение 
30 сек при 0°С, добавлением в реакционную смесь различного 
количества брома) было обнаружено, что так же, как и в случае 
мономеров, адениновые ядра не галоидируются, тогда как ура- 
цильные, цитозиновые и гуаниновые ядра бромируются, давая со- 
ответственно 5-бромурацил-, 5-бромцитозин- и 8-бромгуанинпроиз- 
водные. Степень галоидирования возрастает с увеличением кон- 
центрации брома в реакционной среде, причем после реакции при 


ЭНачительно б 

В пуриновы 
ге аналоги пре 
а галоида по 
52, 389-341 ати. 
‘ислород гид 
гомом (-8 п}. 


в и нуклеот 
ческих иссле 
змов ферме!’ 
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любых концентрациях брома соде 
содержание 5-бромурацила: 5-6 
о ее Так, при бромировании суммар- 
] спользованием соотношения 9 моль 
Е “ нуклеотидов было получено (в виде производных) 
Ь ромгуанина, 30—504 5-бромурацила и 10% 5-бром- 
цитозина, считая от исходного содержания каждого из этих осно- 
ваний в реакционной смеси. Следует отметить, что в процессе га- 
лоидирования в данных условиях происходило частичное разру- 
шение гуаниновых ядер. Полинуклеотидная цепь тРНК при 
бромировании не расщеплялась, как это следует из данных по 
ультрацентрифугированию, гель-фильтрации и ионообменной хро- 
матографии препаратов. При обработке в этих условиях рибосо- 
мальной РНК наблюдалась заметная деградация цепи — коэффи- 
циенты седиментации как 165, так и 23$ компонентов снижались 
до значения 55 58. Бромирование приводит, кроме того, к наруше- 
нию вторичной структуры тРНК, возрастающему с увеличением 
степени модификации, что выражается в уменьшении температуры 
плавления и величины гипохромного эффекта. При бромировании 
ДНК гуанин также оказывается наиболее реакционноспособным 
основанием (табл. 5.2). 


ржание 8-бромгуанина превышает 
ромцитозиновые продукты обра- 


Таблица 5.2. Относительный состав оснований ДНК после обработки 


бромной водой (0 °С, 10 мин) с последующим гидролизом хлорной кислотой и 


Относительный состав оснований 
Число молей брома 


на 1 моль 
С: аденин | гуанин цитозин | тимин 3-бромгуанин 
0,82 0,82 1,09 — 
в в 3 1 0,73 0,71 1,04 0,08 
1 0,63 0,76 0,97 0,16 
1 0,52 0,77 1,08 0,16 
1 0,49 0.74 1,06 0,21 
1 0,15 0,50 1,22 0,20 


В значительно меньшей степени модифицируется ядро цитозина, 
и совершенно не затрагивается ядро тимина. Отсутствие модифи- 
кации тимина в составе ДНК остается пока не объясненным, по- 
скольку бромирование самого тимина в этих же условиях приво- 
дит к 5-бром-6-окси-5,6-дигидротимину, который образуется, по- 
видимому, за счет присутствия следов воды в растворителе. 

Из данных табл. 5.2 видно, что при бромировании ДНК, так 
же как и в случае РНК, наблюдается частичное разрушение гуани- 
новых ядер. В используемых условиях при бромировании ДНК 
(как и для РНК) бромирование цитозиновых ядер происходит 
практически мгновенно, причем модифицируется определенная 
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доля оснований, после чего количество модифицированных звенье 
не увеличивается. Например, при соотношении | моль брома на 
1 моль оснований ДНК при 0°С в первые 10 мия модифицируетя 
16% цитозиновых ядер, и это количество не меняется В Последую. 
щие 30 4. Для гуанина после первой быстрой реакции наблю- 
дается более медленное нарастание степени модификации, так что 
если в первые 10 мин модифицируется 22% от содержания гуан на 
то через 30 ч количество 8-бромгуанинпроизводных Достигает 
60%. Бромирование ДНК, как и в случае тРНК, приводит к изме. 
нению ее вторичной структуры, о чем можно судить по уменьше. 
нию вращения, характеристической вязкости раствора, а также по 
уменьшению Г, ослаблению гипохромного эффекта и расширению 
интервала плавления 59. Различие в поведении ДНК и РНК при 
бромировании, а также обнаруженные кинетические законо 
сти пока не объяснены. 


Если при бромировании нуклеиновых кислот наиболее реак- 


мерно- 


Чии под действием хлористого 
оказываются пиримидиновые основания 
триметилгексадециламмониевой соли тРНК 0,02 М раствором хло- 
ристого иода в растворе диметилформамида в течение 18 ч 


304 урацильных и 9% гуаниновых звен 


ьев (с образованием со- 
ответственно 5-иодцитозин-, 5-иодурацил- 


и 8-иодгуанинпроизвод- 


если иодированию 
подвергается триметилгексадециламмониевая соль предварительно 


неденатурированной ДНК, то степень галоидирования значительно 
ниже (примерно в 4 раза), чем в случае обработки предварительно 
денатурированной ДНК. 

При хлорировании триметилгексадециламмониевой соли рибо- 
сомальной и транспортной РНК из дрожжей в диметилформамиде 
№-хлорсукцинимидом основным процессом является разрушение 
гуанинового ядра, вероятно, с промежуточным образованием 
8-хлоргуанина 28. В меньшей степени модифицируются урацильные 
остатки ` (с образованием 5-хлорпроизводных) и совершенно не за- 
трагиваются остатки цитозина и аденина. Закономерность, наблю- 


2 
|. 
=> 
ЕЕ 

= 


— 


ННОСЛоСобных 
е иодировани 
›аствором ха 
ние [8 чт 
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даемая при бромировании РНК, таким образом, сохраняется и 


при хлорировании: гуанин и урацил в составе РНК оказываются 
самыми реакционноспособными основаниями. 


2. Нитрование 


Помимо галоидирования существует еще ряд реакций, приво- 
дящих к замещению по углеродным атомам гетероциклических 
оснований. Эти реакции, однако, требуют существенно более жест- 
ких условий. При действии (при температуре не выше 50°С) смеси 
концентрированных серной и азотной кислот на 27’,3',5'-три-О- (ди- 
нитробензоил)-уридин \ образуется с выходом около 70% соот- 
ветствующее 5-нитропроизводное У\1. Из соединений УТ после сня- 


тия динитробензоильной защиты был получен 5-нитроуридин 
МЕ 


о 
оз ом 
мн мн В 
ВоСН? о №0 ню, ВОС 5 о носн: о М 
Н.5О4 
во ов во ОВ но он 
У У\1 УП 
о: 
В= О е- 
№: 


В этих же условиях незащищенный уридин нитруется с одновре- 
менным окислением 5’-СН>ОН-группы рибозы, так что продуктом 
реакции является 5-нитроурацил-1-В-О-рибуроновая кислота УШИ: 


(©) 
Ом 
т 


нН00б о о 


но он 


УШ 
Восстановлением 5-нитропроизводных могут ыы получены со- 
ответствующие 5-аминозамещенные соединения `, 


21 Зак. 613 
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3. Оксиметилирование, аминометилирование 
и хлорметилирование 


Реакция оксиметилирования оснований нукленновых кислот 
хотя и не может, очевидно, быть применена для полинуклеотидов 
из-за жестких условий обработки, все же заслуживает здесь рас- 
смотрения, поскольку она в какой-то мере моделирует процесс био. 
синтеза 5-оксиметилпроизводных из формальдегида и ЦИТИДИЛОВОй 
и уридиловой кислот 1-64. Довольно хорошие выходы 5-оксиметил- 
уридина [Ха и 5-оксиметилдезоксиуридина [Хб удается получить 
при кипячении нуклеозидов с формальдегидом в присутствии 0,5 н, 
соляной кислоты 6. При более низкой температуре (50°С), исполь. 
зовании большого избытка формальдегида и при такой же кислот- 
ности среды 66 из дезоксиуридин-5’-фосфата практически количест- 
венно получается 5-оксиметилдезоксиуридин-5'-фосфат [Хв. 


[@) 
НОСН, 


| МН 
ВОСН; © МА Восн, о М5 
СН0(НС!) 


н 
1Х 

а (В=Н; в’= он) 

6 (В=Н; В'=Н) 

в (В=РОзНь; В’= ОН) 


Реакция оксиметилирования, являясь электрофильной, должна 
сильно замедляться при протонировании основания; поэтому есте- 
ственно, что цитидин, который в кислой среде находится в протони- 
рованной форме, в этих условиях не оксиметилируется 67. Тем не 
менее, проводя превращение в щелочной среде, Удается получить 
оксиметилированные цитидин- и дезоксицитидинмонофосфаты ®, и, 
хотя выходы здесь довольно низки (приблизительно 10%), реакция 
представляет значительный интерес вследствие труднодоступности 
5-оксиметилпроизводных цитозина. Механизм и кинетика данной 
реакции исследованы пока еще недостаточно. Оксиметилирование 
производных урацила в щелочной среде также приводит к 5-окСи^ 
метилзамещенным соединениям, однако выходы продуктов низки ‘', 
так что для производных урацила предпочтительнее обработка в 
кислой среде, 
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Реакция аминометилирования п 
т легко. Так, например 
’ 

10 уридина и уридин-5’-фосфата 68. 6 со смесью диэтиламина и 


формальдегида образуются 
с выходами до 50° 
5-диэтиламинометилироизводные Х: ыы. 


роизводных урацила протекает 
при нагревании в течение 7 ч при 


о [е) 
(С›н5) м Н2 


воСН, д восн, о М 
(Сенз) мн; сн»о 
но он НО ОН 
х 
(вн) 
6 (В=РОЗН:) 


Для самого урацила известна, кроме того, реакция хлормети- 
лирования 70, однако для нуклеозидов и нуклеотидов она не при- 
менялась. 

5-Оксиметил- и 5-аминометилпроизводные могут быть восста- 
новлены до соответствующих 5-метилзамещенных соединений путем 
гидрирования над окисью платины 55. 68, 69 или над родием на окиси 
алюминия. Эта реакция представляется очень важной для по- 
лучения 5-метилзамещенных нуклеозидов и нуклеотидов пиримиди- 
нового ряда. Помимо этого, 5-оксиметилпроизводные могут быть 
превращены в простые или сложные эфиры (по оксиметильной 
группе) или окислены до соответствующих альдегидов или кис- 
лот 65, 70. В щелочной среде реакция оксиметилирования обратима: 
5-оксиметильные производные, отщепляя формальдегид, медленно 
превращаются в исходные нуклеозиды или нуклеотиды че 


4. Реакции с солями диазония 


Нуклеозиды и нуклеотиды, основания которых содержат экзо- 
циклические аминогруппы, способны к реакциям с солями диазо- 
ния, в результате которых образуются диазоаминосоединения (см. 
стр. 423). В случае гуанозина (и, возможно, аденозина) 7! в усло- 
виях взаимодействия с солями диазония образуются также продук- 
ты замещения протонов, связанных с атомами С-8 пуринового ядра. 


| 


ЕЕ 
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Так, например, при взаимодействии гуанозина с диазотированной 
п-сульфаниловой кислотой "! при рН 9 с суммарным выходом 


около 
50% образуются продукты замещения водорода на п-сульфофе. 
нильный остаток (ХГи ХИ). 


о ( 
м К 
но.з—(У—< [ ыы ноз—{ [ в 
мм мн» носн. ино 
НОСН, |) о 


НО ОН 
Хх 


Но он 
ХИ 


Не исключено, что в результате азосочетания получается также 
8-азо- (п-сульфофенил) -гуанозин ХШ; образование соединения ХИ, 
вероятно, является результатом разложения диазоаминопроизвод- 
ного ХГУ. 


м мн 
м 
Носн, носн 
О. 2 || 
С. № \0.н 
Но он но он 
хШ ХУ 


Подобные реакции применялись для специфического маркиро- 
вания гуанозина в ДНК ? и РНК? с целью последующего элек- 
тронно-микроскопического детектирования. Специфичность введе- 
вия метки в гуанозин при этом могла быть достигнута благодаря 
двум обстоятельствам. Во-первых, скорость реакции гуанозина с 
солями диазония выше, чем скорость реакции других нуклеозидов. 
Так, при рН 9 диазотированная 2-аминофенил-1,4-дисульфокислота 


я также 
ния ХЦ 
роизвод" 
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реагирует с гуанозином в 60 раз быстрее, чем с любыми другими 
обычными нуклеозидами 74. Во-вторых, образующийся продукт за- 
мещения при С-8 устойчив в кислой среде, тогда как диазоамино- 
соединения гидролизуются кислотой. 


5. Реакции с №-арилгидроксиламинами 
и их производными 


В отличие от самого гидроксиламина и его О-алкилпроизводных, 
которые в кислой и нейтральной средах реагируют с цитозиновым 
ядром (см. стр. 343), М-арилзамещенные гидроксиламины и их 
ацильные производные, по-видимому, специфически взаимодей- 
ствуют с гуанином, давая продукты замещения протона при 
С-8 75—18. В этом плане наиболее исследованной с химической точки 
зрения является реакция М№-ацетокси-М№-ацетил-2-аминофлуорена 
ХУ с гуанозином и дезоксигуанозином; при РН 7 и 37° С в водно- 
спиртовых растворах образуется 8- (М-флуоренилацетамидо) -гуа- 
нозин Х\УТа или замещенный дезоксигуанозин Х\У1Тб 82 
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Я ПО ядру 
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Аналогичная реакция протекает, по-видимому, и с неаце 


тИлиро- 
ванным №-оксифлуорениламином ХУП 2. р 


| 
| но он 
| ХУ 


замещения, идущими по схеме ; 


й | Эти реакции, вероятно, являются реакциями электрофильного 
п н 


н | в 
Аг—м—ОВ =— Аг—М-9—В => КЕ» Продукты 
р Е > ВОН 1 


г 
В и В-—атомы водорода или различные радикалы 


Как с первым "7 ‚так и со вторым реагентом 76 реакция по 
гуаниновому циклу наблюдается также на уровне денатурирован- 
ной ДНК и РНК, Возможно, что эта реакция играет определенную 
роль в канцерогенных свойствах аминофлуоренов и их №-окси- 
производных. 


6. Изотопный обмен атомов водорода 


Другим типом реакций замещения в гетероциклическом ядре 
являются реакции изотопного обмена атомов водорода гетероцик- 
лических оснований нуклеиновых кислот на дейтерий и ТРИТИИ. 
В данном разделе рассматриваются реакции обмена протонов, свя- 
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занных с углеродными атомами гетероциклического ядра (протоны 
связанные с атомами азота, подвижны и обмениваются момен. 
тально). 7 
Наиболее быстро обмениваются протоны, связанные с атомом 
С-8 пуриновых оснований. Так, при нагревании пурина, растворен- 
— ного в Р>О, в течение 4 ч при 105°С в спектре ЯМР соединения 
исчезает пик, соответствующий прото- 
нам при С-8, тогда как сигналы прото- 
нов при С-2 и С-6 остаются неизмен- 
ными "9. Аналогично из двух протонов, 
связанных с углеродными атома- › 104 


00 


ми аденинового ядра, в аденозине об- Е 

мену подвергается только протон при $ ©. 
С-88. Скорость обмена протонов гуа- & 

нозина при С-8 выше, чем скорость ъ Я 

обмена протонов при С-8 аденинового ее 


ядра (рис. 5.1). При повышении рН 
от 2 до 11 скорость обмена увеличи- 
вается 8\, а при более щелочных усло- ты 
виях (0,35 н. МаОН) происходит ин- И ее Я 
тенсивный обмен протонов при С-8 время, ч ‘ 
для обоих соединений. Реакция ПоД- ри 51. Кинетика обмена 
чиняется закономерностям реакций 8-3Н-аденозина и 8-3Н-гуанои 
первого порядка. Так же быстро при зина с водой при 100° С и 
повышенных температурах происхо- РН 7“. 
дит обмен протонов при С-8 остатков т 

фильного пуриновых оснований в составе аденозин-5’-фосфата, аденилил- 
3’-»5/) -аденозина, аденилил- (3 —> 5’) -гуанозина и  гуанилил- 
(3’-» 5’) -гуанозина 81 а также в инозине. При 37°С в нейтральной 
среде скорость изотопного обмена пуриновых оснований мала и 
за несколько дней обмен проходит всего на несколько процентов. 

ук В то же время при повышенных температурах (100°С) обмен как 
в случае аденозина, так и в случае гуанозина заканчивается в те- 
чение нескольких часов (см. рис. 5.1). Это дает возможность 

вать в биологических экспериментах, проводимых при 


% от истобной рабисективости 


ны 30—40°С и нейтральных РН, К 

ия и приготовленные обменом при высоких температурах. Мягкие ыы 2 
саки ри" вия изотопного обмена дают возможность получать меченные три: 

ур ную тием нуклеозидтрифосфаты, например аденозин-5’-трифосфат"”, 

деле си" выдерживая аденозинтрифосфат в течение нескольких часов Ур 
№ 90°С в слабоосновной тритиевой воде. Механизм изотопного о 

х мена в описанных случаях пока в ее банк 


ьно быстро обмениваютс : 
я . ак, за 18 ч при комнатной температуре в 


ацила. Т 
производных УР сигнала в спектре ЯМР протонов 
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уменьшается вследствие обмена на дейтерий 83, 
получающегося 5,5-дидейтеропроизводного ХХ Образуется иде 


фицированный по ЯМР-спектру 5-дейтероуридин-5/-фосфат ХХ!. 
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В отличие от рассмотренных случаев обмен протонов в произ- 
водных пиримидиновых оснований в отсутствие катализатора про- 
текает только в очень жестких условиях 81—86, причем водород, свя- 
занный с атомом С-5, оказывается значительно более подвижным, 
чем водород, связанный с атомом С-6. Так, например, при 100°С 
в [ н. серной кислоте период полуобмена трития, связанного с С-5 


с атомом С-6, не было обнаружено даже после двух недель подоб- 


‚› однако в условиях, 
применяемых для такого обмена, происходит гидролиз №-гликозид- 


ных связей и дезаминирование цитидина (в щелочной среде). Го- 
этому для приготовления меченых пиримидиновых производных ис- 
пользуют обмен в присутствии палладиевого катализатора 87 (18 ч 


цикла в пиримидиновых производных наблюдается в присутствии 
кислотных или основных гомогенных катализаторов. В кислом ци- 
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\ 
ат хо тратном буфере протоны при атоме С-5 цитидина при 95° С в рас- 
|, творе 2>О обмениваются на дейтерий, причем скорость обмена воз- 
растает с увеличением концентрации цитратного буфера 8. Ско- 
0 рость обмена, кроме того, зависит от кислотности среды и имеет 
максимальное значение при ро 4,9 (константа скорости реакции 
первого порядка при рр 4,9 и концентрации цитратного буфера 


Н Г. 0,5 моль/л равна 0,12 ч-!). Каталитическое влияние цитрата свя- 
М\ зано, возможно, с протеканием равновесной реакции присоединения 
цитратного аниона по двойной связи С-5—С-6 цитидина: 
© 
На ь № МН» 
Н 
® Ваз.-Н; О2О -Ваз.-Н О. 
М т х 
ЕЕ | сии ет 
он | Ваз 2х | т 
(Х! | 
153 В 
В-—остаток рибозы 
я ВИДИМОМ Реакция должна облегчаться при протонировании цитозинового 
у ядра при понижении рН; вместе с тем скорость ее должна возра- 
производ стать с увеличением концентрации анионов Ваз- при увеличе- 
'а для по- нии РН. Эти два противоположные процесса и приводят, по-види- 
х нуклео мому, к возникновению оптимума рН для скорости обмена. 
В отличие от цитозиновых производных производные урацила 
в произ не обменивают протоны при атомах углерода цикла в присутствии 
гора про кислых буферов. Однако в присутствии таких оснований, как 
‚род, СЯ 9-меркаптоэтиламин, этаноламин, этиламин или едкий натр 89, про- 
ИЖНЫМ, исходит обмен водорода, связанного с атомом С-5 урацила, как 
ы 100°С это было показано на примере уридина, дезоксиуридина и уридин- 
ри ^ С. монофосфатов. Изотопный обмен протекает в довольно мягких 
ото С ого условиях и при использовании в качестве катализатора меркапто- 
вязани 6: этиламина полностью заканчивается за 21 день при комнатной тем- 
ль поло, пературе или за 4 дня при 60° С. Цитидин в этих условиях нереак- 
нически 8 ционноспособен 89. Это приводит к предположению, что реакция 
Г рается происходит по механизму 1,4-присоединения катализатора с уча- 
й (пери, стием карбонильной группы урацила согласно следующей схеме: 
18 тидро, 
ГИ 
рав, 5 оо а о 
п Вий” _нх 
С д я н^/`мр мн 
8 м р г Е 
р р =— Хх =— х А = я |, 
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Реакции изотопного обмена пиримидиновых произв 
действием катализаторов могут оказаться полезными д 
ния меченных тритием нуклеозидов и нуклеотидов. 

Изотопный обмен водородных атомов гетероциклических осно. 
ваний происходит также и в полинуклеотидах. Например, в раство. 
рах ДНК в [30% и Т›О*®. 345 после быстрого обмена ПОДВИЖНЫХ 
протонов наблюдается медленный обмен, обусловленный замеще. 
нием атомов водорода, связанных с атомами С-8 пуринов %°, 342 На 
скорость изотопного обмена, по-видимому, влияет вторичная струк. 


тура полинуклеотидов. Так, скорость обмена протонов аденинового 
ядра уменьшается в ряду 


ОДНых по 
ЛЯ Получе. 


аденозин-5’-фосфат > одноцепочечная полиадениловая кислота > 


> комплекс (поли-А) + (поли-1) 343, 34 


Из других реакций замещения У углеродных атомов гетероцик- | 
лического ядра следует отметить реакцию образования 8-нитро- 
ксантозина, которая протекает как побочный процесс при дезами- 
нировании гуанозина азотистой кислотой (см. стр. 418). При дез- 
аминировании аденозина подобного замещения не наблюдается*, 


7. Реакции присоединения по двойной связи 
С-5—С-6 пиримидиновых производных 


Все рассмотренные выше реакции представляют собой реакции 
непосредственного замещения в гетероциклическом ядре оснований 
нуклеиновых кислот. Однако в случае пиримидиновых оснований, 
обладающих реакционноспособной двойной связью С-5—С-6, из- 
вестны также реакции, приводящие к насыщению этой связи. Неко- 
торые из них применяются для исследования структуры нуклеино- 
вых кислот, другие — для исследования связи между их структурой 
и функцией. Рассмотрим эти реакции подробнее. 


Галоидирование в водной среде 


Одной из наиболее применимых в химии нуклеиновых кислот 
реакций присоединения по двойной связи ядра оснований является 
реакция галоидирования в водной среде. Наиболее исследованным, 
по-видимому, является бромирование. При действии водных ай 
ров брома на урацил и его нуклеозиды и нуклеотиды 94, а так ее 
на соответствующие производные цитозина 37 на первой стала 
акции образуются о выессь Е 
водные ХХИ, которые при нагревании или под действием ки 
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- Скорость образования дибромпроизводного ХХИГ зависит от 
скорости дегидратации монобромпроизводного ХХИ, которая для 
нуклеозидов при низких температурах довольно мала. Так, напри- 
мер, при комнатной температуре и РН 2 за 24 ч всего 10% 5-бром- 
-6-окси-5,6-дигидроуридина ХХИ превращается в 5-бромуридин о 
Вследствие этого при низких температурах и непродолжительном 
времени бромирования в основном образуются дигидросоединения, 
содержащие один атом брома 9“. Для получения производных 
типа ХХ! необходимы либо длительное воздействие с использова- 
нием избытка брома, либо более высокая температура реакции. 
При бромировании производных тимина конечным продуктом реак- 
ции является 5-бром-6-окси-5,6-дигидротимин 95;  бромирование 
бромной водой в этом случае протекает практически мгновенно 
даже при комнатной температуре. 

Несколько медленнее, но с образованием тех же веществ идут 
и пиримидиновых гетероциклических оснований (и их про- к 
) с М№-бромсукцинимидом 3, Поскольку реакция с бромом 
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как при галоидировании цитозинового, так и урациль 
составе нуклеозидов протекает практически мгновенно, 
обнаружить какой-либо избирательности. Однако при галоидирова. 
нии оснований в составе полинуклеотидов все же набл юдается не. 
которая специфичность реакции. Так, при бромировании РНК ви. 
руса табачной мозаики 37 при рН 7 было найдено, что наиболее ре. 
акционноспособным основанием является цитозин, тогда как при 
РН 9 в отношении присоединения по двойной связи более реакци- 
онноспособен урацил. Это согласуется с электрофильным характе- 
ром реакции галоидирования — при нейтральных значениях рН 
более реакционноспособным должно быть нейтральное ядро цито- 
зина, при щелочных — анионы урацила и гуанина. 

В случае более медленно реагирующего в водных раствора; 
№-бромсукцинимида 37 специфичность действия удается проследи 
уже на уровне мономеров: при рН 7 и 0°С из нуклеотидов с нан- 
большей скоростью галоидируется цитидиловая кислота. 

Реакция с М-бромсукцинимидом в определенной степени спе- 
цифична по отношению к вторичной структуре нуклеиновых кислот. 
Так, при бромировании этим реагентом аланиновой тРНК из 
дрожжей наиболее реакционноспособными оказываются основания 
в составе петлевых участков этой молекулы (см. стр. 291). Броми- 
рование нуклеотидов в составе ДНК 7-9, по-видимому, приводи 
в итоге к тем же продуктам, которые получаются в случае моно- 
мерных производных. 

В оксигалоиддигидропроизводных пиримидинов атом галоида, 
находящийся у насыщенного углеродного атома, более реак- 
ционноспособен, чем в сопряженных 5-галоидпиримидинах. Это 
дает возможность использовать такие соединения в качестве 
исходных веществ для получения 5-замещенных аналогов пирими- 
диновых производных. Так, при пропускании раствора 5-бром:6- 
-окси-5,6-дигидроцитидина через анионнообменную смолу в ОН- 
форме был получен 5-оксицитидин °, при нагревании 5-бром-6-окси- 
-5,6-дигидроуридина с избытком пиридина — 5-оксиуридин 45. 

М-Гликозидная связь в соединениях типа ХХИ и ХХГЬ, каки 
вообще в дигидропиримидиновых нуклеозидах, более лабильна в 
кислой среде по сравнению с аналогичными производными пирими- 
динов с ненасыщенной связью С-5—С-6. Используя это обстоятель- 
ство, бромирование в водных растворах применяют в качестве 
предварительной операции при определении рибозы ИЛИ Ре 
бозы в пиримидиновых нуклеозидах и нуклеотидах, для о 
ходимым условием является гидролиз М-гликозидной связи ь 

При галоидировании в водных растворах происходит Нани: 
ние двойной связи С-5—С-6 пиримидинов и ам 
(см. стр. 315); соответственно исчезает характерное ны обета 
ваний ультрафиолетовое поглощение в длинноволнов Ре 
тогда как адениновое ядро остается неизменным. На эт 
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ии дан 

а можно применить для определения нуклеотид- 

собом 18. Га двухспиральных полинуклеотидов спектральным спо- 
5 лоидирование в водных растворах довольно широко 


используется при 
сот: 108. ри функциональных исследованиях нуклеиновых 


Окисление четырехокисью осмия 
и перманганатом калия 


Реакция с четырехокисью осмия, широко применяемая в орга- 
нической химии для окисления двойных связей !7, была использо- 
вана также для окисления двойных связей пиримидиновых основа- 
ний нуклеиновых кислот 108-11. 

Если окисление проводится в растворах, содержащих аммиак, 
активным агентом является, по-видимому, комплекс О$О. с аммиа- 
ком 365; в отсутствие аммиака окисление протекает медленнее 108366, 

При проведении реакции с нуклеозидами в 0,4 н. растворе ам- 
миака !53 было найдено, что при концентрации 030, 7. 10-3 М при 
0° С реагируют только пиримидиновые производные. Тимидин реаги- 
рует с максимальной скоростью, окисляясь полностью за несколько 
минут; пуриновые производные не модифицируются. Относитель- 
ные скорости реакции различных пиримидиновых нуклеозидов 
с четырехокисью осмия в: указанных условиях приводятся ниже '. 


Дезоксицитидин *. ее. 1 5-Метилдезоксицитидин .,.. 13 
Питидин. осо 1.8 5-Бромдезоксиуридин .... 13 
Дезоксиуридин +..." 2,8 ТАМ о 2 о 45 
Уридин ее 4,5 ° 


Таким образом, в данных условиях скорость реакции возрастает 
при переходе от дезоксирибо- к рибопроизводным и от незамещен- 
ных к Б-замещенным соединениям. Скорость модификации нукле- 
отидов мало отличается от скорости модификации нуклеозидов; 
ббльшая скорость модификации тимина наблюдается также ив 
случае олигонуклеотидов, содержащих тимин и цитозин . Иссле- 
дование кинетики реакции с четырехокисью осмия показывает , 
что с увеличением рН скорость реакции с пиримидиновыми нукле- 
озидами увеличивается, но при всех значениях РН тимин еж 
цируется значительно быстрее, чем цитозин . Хотя структура ко- 
нечного продукта реакции пиримидиновых производных с четырех 
окисью осмия в работах 108, 109 специально не исследовалась, можно 
полагать, что по крайней мере на первых стадиях реакции 


РОИВЕННЕ 
* В работе 18 при проведении реакции при рн 7и 23° С было найдено, 
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образуются Ни ьб-днокси-Ьб-дигидропиримидины ХХУ, не. 
щиеся продуктами гидролиза циклического эфира осмиевой ил, 
ты ХХГ\: 


В-остаток углевода 


5,6-Диокси-5,6-дигидротимидин был вы 
при обработке тимидина водным раство 
в присутствии перхлората бария 110. Если 


ается обнаружить циклического эфира 
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ся, возможно, вследствие того что на последующей стадии проис- 
ходит быстрое расщепление пиримидинового цикла (см. стр. 473). 
Перманганат калия разрушает гуаниновое ядро, но не затрагивает 


° адениновое. Более подробно реакция с перманганатом рассмотрена 


в гл. 7 (см. стр. 473). 

Продукты присоединения по двойной связи пиримидиновых ос- 
нований нуклеиновых кислот образуются в качестве промежуточ- 
ных также при расщеплении гетероциклического ядра под дей- 
ствием перекиси водорода, перекисей органических кислот и рент- 
теновского излучения. Эти реакции рассматриваются в гл. 7 (см. 
стр. 478); фотохимическое присоединение по двойной связи обсу- 
ждается в гл. 12 (см. стр. 631). Следует упомянуть, кроме того, 
внутримолекулярное присоединение гидроксильной группы сахара 
по двойной связи пиримидиновых оснований, наблюдаемое при 
иодировании нуклеозидов в присутствии иодноватой кислоты (см. 
стр. 314). В результате такого присоединения при иодировании 
дезоксицитидина образуется 5,5-дииод-5,6-дигидро-б-оксициклодез- 
оксиуридин 23 1, а из 1- (В-Р-арабинофуранозил)-цитозина в анало- 
гичных условиях образуется 5,5-дииод-5,6-дигидро-б-оксициклопро- 
изводное ХХУ! !\. Аналогично реагирует 9'.3’-изопропилиден-5’-тио- 
уридин, который при обработке кислотой образует "5 продукт 
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8. Восстановление 


Пиримидиновые производные. Двойная связь В Пиримидиновы 
основаниях (свободных или в виде производных) может быть г. 
сыщена также путем восстановления. Первые исследования 
восстановлению пиримидиновых нуклеозидов были выполнены в 
связи с проблемой идентификации остатка сахара, входящего в со- 
став этих соединений. М-Гликозидная связь в пиримидиновых ну- 
клеозидах довольно устойчива к действию кислот (см. гл. 8), что 
сильно затрудняет выделение недеградированного углеводного 
фрагмента. Гидролиз №-гликозидной связи существенно облегчает. 
ся при нарушении ароматичности системы пиримидинового кольца, 


в частности при восстановлении пиримидиновых производ. 
ных 16, 


Восстановление пиримидиновых нуклеозидов мож 


уксусной кислоте 119; 
ния как нук 


мидина при дигидропиримиди- 
нона-2 (ХХУШа) и -метилдигидропиримидинона-2 (ХХУШб): 
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Эти соединения, однако, были выделены лишь с небольшим вы- 
ходом, и помимо них в реакционной смеси присутствуют еще по 
крайней мере четыре вещества. 

Гораздо более однозначные результаты получаются при ката- 
литическом гидрировании пиримидиновых рибонуклеозидов. Лег- 
чё всего гидрирование протекает над родием на окиси алюми- 
ния 129-122, реакцию можно проводить в присутствии в качестве я 
тализатора пластины на окиси алюминия 123, коллоидной платины 
и коллоидного палладия 16; в последнем случае восстановление 
протекает очень медленно. Гидрирование уридина и его ВЕ 
ных в нейтральной или слабокислой среде заканчивается посл 
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глощения одного моля водорода 120, 121. в результате образуются 
соответствующие производные 5,6-дигидроуридина ХХ[Х 120, 121, 123-16. 
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Реакция протекает быстро в водных растворах при комнатной 
температуре и атмосферном давлении. Гидрирование производных 
уридина резко замедляется в присутствии аденозина 120 или а-ме- 
тилглюкозида 127. Аналогичное уменьшение скорости гидрирова- 
ния наблюдается при переходе от уридин-5’-фосфата к уридинди- 
фосфатглюкозе 127. Этот эффект может быть следствием внутримо- 
лекулярного взаимодействия гетероциклического основания и 
остатка сахара в молекуле нуклеозиддифосфатуглевода. 

При исчерпывающем гидрировании уридина над родиевым ка- 
тализатором в щелочной среде наряду с 5,6-дигидроуридином ХХХ 
образуется 3,4,5,6-тетрагидроуридин ХХХ 1%. Это соединение может 
быть получено также при восстановлении 5,6-дигидроуридина бор- 
гидридом натрия в мягких условиях 128; в более жестких условиях 
происходит расщепление пиримидинового цикла с образованием 
производных 3-уреидопропанола-1 (ХХХЛ) 12, 130, 
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Аналогично уридину протекает и восстановление тимидина 1! 128. 
Насыщение 5,6-двойной связи при гидрировании над родиевым ка- 
тализатором происходит стереоспецифически, так что образуется 
[-изомер ХХХП !31; при дальнейшем его восстановлении действием 
боргидрида натрия и обработке метанолом выделены производное 
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2-метил-3-уреидопропанола-| ХХХШ и метиловый эфир тетраги 
ротимидина ХХХТУ. 
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Сложнее обстоит дело при гидрировании цитидина и его про- 
изводных. В этом случае реакция не останавливается после погло- 
щения одного моля водорода, а происходит дальнейшее восстанов- 

е того, аминогруппа в п 
легко замещается под действием нуклеофильных 
агентов (см. стр. 355), в частности воды. 

Тем не менее при тщательном контроле условий гидрирования 

ении реакции при низкой температуре удается превратить 
цитидин '22, дезоксицитидин 122 и цитидин-2”,3’-циклофосфат 132 в со- 
ответствующие 5,6-дигидропроизводные ХХХУ; в водных растворах 
Эти соединения легко дезаминируются с образованием производных 
5,6-дигидроуриди ин-27 (3/) -фосфата 2 
ы 5,6-дигидроуриди- 

на являются пра том реакции. 


В — остаток рибозы, 2’-дезоксирибозы или рибозофосфата 


Исчерпывающее гидрирование цитидина над родиевым катали- 
затором приводит к смеси тетрагидроуридина ХХХ и произвожнаго 
гексагидропиримидинона-8 (ХХХУ1И) 128; промежуточным продук- 
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№ 
{4 том при этом, очевидно, является тетрагидроцитидин ХХХУ1. 
| мн, МН, ть он 
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й 
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Н, | | | 
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ххху ххх ххх 
р ` 
Хх ыы зе 
. ыы № 
И его п в 
осле пог В — остаток рибозы ХххХУШ 
восстаноь При восстановлении цитидина над платиновым катализатором 
гидроците в качестве единственного продукта реакции образуется производ- 
еофильн ное ХХХУШ 12 133. Уридин, тимидин и цитидин могут быть вос- 
становлены электрохимически на капельном ртутном катоде 18; 
рирования удалось подобрать условия для препаративного получения из ци- 
р р атить тидин-2' (3) -фосфата 5,6-дигидроцитидин-2’ (3”) -фосфата. 
рез в. Каталитическое гидрирование пиримидиновых нуклеозидов — . 
кВ р, редких компонентов РНК-изучено слабо. Отмечено исчезновение 
раствор - `характерного УФ-поглощения при 260 ммк при восстановлении 
иЗводны, 3-М№-метилуридин-5’-фосфата 127, однако продукт реакции выделен 
осфата не ‘был. При гидрировании псевдоуридина образуется 5-рибитил- 
сурид" урацил 135. 
дроу 
ии. Некоторые из редких компонентов ТРНК способны восстана- 
вливаться под действием боргидрида натрия. Восстановление 5,6- 
-дигидроуридина уже рассматривалось выше. 4-экзо-М-Ацетилцити- 
дин легко переходит при реакции с боргидридом натрия в 
тетрагидропроизводное ХХХУП, одновременно протекает деацети- 
лирование (см. стр. 406), приводящее к цитидину. 
МНСОСН+ МНСОСН: МН: 
\ м \ 
м а ты ы К 2 
В К К 
м хххуи 
| у В - остаток рибозы 
яй 
Ио 22 
ой 
[1 
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Ру 
Восстановление 3-М-метилцитидина под действием боргид 
натрия сопровождается исчезновением характерного ультра - | 
тового поглощения соединения и отщеплением аммиака 187 076 | 
восстановлении 4-тиоуридина образуется 1-рибозилгексак 
пиримидинон-?2 (ХХХУПГ). Это соединение получено при де 
ствии боргидрида натрия 138 и никеля Ренея 139. 2-Тиоуридин к. 
обработке боргидридом натрия не восстанавливается 130; при и. 
ствии же скелетного никелевого катализатора образуется 1- (В- 
-рибофуранозил) -дигидропиримидон-4 (ХХХ[Х) 190. 


И 
Идро- 


. 1 
0 0 
УМ /№о но ый 

В К В 
ХХхХУШ ххх 


В — остаток рибозы 


Взаимодействие редких нуклеозидов РНК с боргидридом на- 
трия протекает в мягких условиях и может быть использовано для 
специфической модификации тРНК, поскольку уридин и цитидин 
не вступают в эту реакцию. При облучении УФ-светом уридин, 
однако, восстанавливается боргидридом натрия с образованием 
5,6-дигидроуридина (см ‚стр. 636). 

уриновые производные. Пуриновое ядро в нуклеозидах весь- 
ма устойчиво к действию восстанавливающих агентов. Оно не гид- 
рируется над платиновыми и палладиевыми катализаторами; воз- 
действие родиевого катализатора, оказавшегося столь эффективным 
при гидрировании пиримидинов, остается пока неисследованным. 

Обработка аденозина натрием в жидком аммиаке приводит к 
исчезновению характерного ультрафиолетового поглощения соеди- 
нения 117; строение продуктов реакции не изучалось. Единственным 
хорошо исследованным примером химического восстановления пу- 


риновых нуклеозидов является превращение 1-метиладенозина под 


действием боргидрида натрия 137 в 1-метил-1,6-дигидроадено- 
зин ХГ: 


у мн, = 

№ /\ „СН М ее СН м и 
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Реакция протекает достаточно быстро при рН 8,2; с увеличе- 
нием основности среды скорость восстановления уменьшается. Про- 
дукт реакции легко окисляется под действием нитрита натрия при 
рН 5,4; в щелочной среде происходит окисление под действием кис- 
лорода воздуха, которое сопровождается перегруппировкой Дим- 
рота (см. стр. 450) и приводит к 6-экзо-М-метиладенозину. 

Описано электрохимическое восстановление аденина и гипоксан- 
тина \!. Конечными продуктами восстановления являются произ- 
водные имидазола ХУ и ХГУТ. В случае аденина найдены три 
промежуточных продукта: дигидропроизводное ХЁТ, легко окис- 
ляющееся под действием кислорода воздуха в аденин, и два тет- 
рагидропроизводных ХЕИ и ХЫШ. 


ты о МН» 
АС 
Е А а. 
Н =. ни 
хы хЕИ 
| 
"а не СУ \н 
м/\мн, > 
Н нн 
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Для гипоксантина показано, что имеется по крайней мере один 
промежуточный продукт — по-видимому, дигидропроизводное ХГУ. 


[е) (©) 
| | | 
< о -а Е. = ть \н, 
ми = ка ми № МН. 
и нн и 
ХУ ХГУ 


Электрохимическое восстановление аденозина и его фосфатов 
протекает в условиях, практически идентичных условиям восста- 
новления аденина '42; это позволяет предполагать аналогичный ме- 
ханизм реакции. Интересно отметить, что в условиях гладкого 
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ее Др 
= == 


восстановления аденозиндифосфата не Происходит восст 
ие только инозин- и гуанозиндифосфатов, но и крайне ле 


} - ос. 
-) ”ИДИНДИФос. 
фата и цитидиндифосфата. Было ЗыдвиНуто предположение ы 


прогидрирован до остатка 5,6-дигидроуридина 124, 132 хотя реакция 
идет медленнее, чем для самого уридина, и в некоторых случаях 
возникают трудности, связанные с сильной адсорбцией вещества на 
катализаторе. В случае полинуклеотидов гидрирование уридиновых 
звеньев практически полностью ингибируется. Остатки уридина 
в полинуклеотидах тем не менее могут быть превращены в остатки 
5,6-дигидроуридина специфическим фотохимическим восстановле- 
нием (см. гл. 12); эта реакция довольно широко используется для 
функциональных исследований тРНК. 

противоположность рассмотренному восстановление редких 


9, Реакции с нуклеофильными реагентами, 
проходящие без расщепления цикла 


Двойной Связи С последующим замещением аминогруппы. ы 
Реакции нуклеофильного замещения в ряду нуклеиновых о 
исследованы значительно лучше, чем рассмотренные ранее реа 
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ии. Во многи 

мы о проведены сравнительные кинетические ис- 
, дены оптимальные условия проведения реакций и 

сопоставлены скорости модификации различных оснований. Ка 
следовало ожидать из теоретических положений (см. гл 3) Е 
Е о ня ядра нуклеофильными реагентами 
сти модификации ИС й 
в составе нуклеозидов и о оао ое 
дения в основном касаются именно реакции с цитозиновым 6 
Наиболее распространенными нуклеофильными реагентами, 
применяемыми для модификации оснований, являются гидроксил. 
амин и О-алкилзамещенные. гидроксиламины, а также гидразин и 

его производные. 


Действие гидроксиламина 
и его О-алкилпроизводных 


Реакции гидроксиламина с компонентами нуклеиновых кислот 
исследованы значительно глубже других реакций и являются в на- 
стоящее время наиболее разработанными в теоретическом и препа- 
ративном отношении реакциями химической модификации рассма- 
триваемого класса соединений. Сам гидроксиламин в зависимости 
от РН реакционной среды проявляет различную специфичность по 
отношению к основаниям нуклеиновых кислот: при кислых и ней- 
тральных значениях рН он реагирует в основном с цитозиновым 
ядром, а при щелочных — с урацильным ядром 144 145. Взаимодей- 
ствие с производными урацила приводит в конечном итоге к рас- 
шеплению гетероцикла и рассматривается в гл. 7 (см. стр. 468). 
Реакция с цитозиновым ядром в составе нуклеозидов, нуклеотидов 
и полинуклеотидов рассмотрена ниже. 

Специфичность О-алкилпроизводных гидроксиламина значитель- 
но выше — эти соединения не реагируют с производными урацила 
даже в щелочной области №6, что обусловлено, вероятно, участием 
в реакции как гидроксильной, так и аминной функциональных групп 
гидроксиламина (см. стр. 467). Гуаниновое ядро гидроксиламином 
и его О-алкилпроизводными, по-видимому, не модифицируется, 
а модификация аденина идет со значительно меньшей скоростью по 
сравнению с производными цитозина (см. стр. 348). 

Скорость модификации производных цитозина зависит от основ- 
ности реакционной смеси и имеет максимальное значение при рНб 
для гидроксиламина '** №8 и при РН 5,1 для О-метилгидроксил- 
амина 7. Существование оптимума рН объясняется, вероятно, тем, 
что реакция в основном обусловлена взаимодействием, протониро- 
ванной молекулы производного цитозина с нейтральной молекулон 
реагента. Расхождение между наблюдаемыми ве зна- 

чениями и вычисленными исходя из значении рА. реаген- 


тов 1% 149 объявняется, возможно, сло 


жным характером реакции. 
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При реакции производных цитозина с гидроксила 
тилгидроксиламином основными продуктами Реакции, обн ы 
ваемыми в реакционной смеси, являются Соответствующие нь : 
о ороньводные ХГУИ и 4. Кена 
-2-оксопроизводные ХГМИ 15, 146, 150—152. Но. 


МИНОМ 


| 


ХЕУШ 
В — остаток углевода или углеводофосфата 
В’=Н или СН; 


Образование этих продуктов объясняется установленным недав: 
но 150—152 механизмом реакции, включающим две параллельные 
стадии; 

1} присоединение реагента по двойной связи цитозинового ядра 
с последующим замещением лабильной аминогруппы в образую- 
щемся производном дигидроцитозина (ХЕХ); 2) непосредственное 
замещение аминогруппы цитозина на оксиаминогруппу. 


НМОК’ 


ЖУШ 


К — остаток углевода или углеводофосфата 
К! =Н или СН; 
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принятым, поскольку Аз и Аз значительно меньше общей константы 
скорости исчезновения цитидина в реакционной смеси. 
Протекание превращения по этим двум направлениям отвечает 
распределению электронной плотности в цитозиновом ядре (см. 
стр. 149), согласно которому нуклеофильной атаке должны под- 
вергаться атомы С-6 и С-4. Прямое замещение аминогруппы в ци- 
тозиновом ядре при реакции с гидроксиламинами доказывается 
тем, что в реакционной смеси всегда образуются значительные ко- 
личества соединений типа ХГУПТ, тогда как дигидропроизводное 
типа ХГЛУИ в условиях реакции (в интервале рН 3—7) лишь очень 
медленно отщепляет гидроксиламин, превращаясь в ХГУШ Я. 
Оценка констант скоростей отдельных стадий реакции !53, 154 цити- 
дина с гидроксиламином и О-метилгидроксиламином показывают, 
что скорость присоединения по двойной связи С-5—С-6 значительно 
выше скорости непосредственного замещения аминогруппы. Тем не 
менее благодаря обратимости первой стадии реакции присоедине- 
ния, варьируя условия, можно менять относительный выход продук- 
тов, добиваясь преимущественного образования ХЕГ\УП или ХЕУШ. 
Из кинетического анализа схемы реакции следует, что отношение 
выходов соединений ХГУ и ХЕУИ должно быть пропорциональ- 
но обратной концентрации гидроксиламина в соответствии с урав- 


нением 


УПИ @ № 1 .й 
ртУш № № [МН Г 


скорости реакции второго порядка, 
полученные делением определяемых экспериментально констант 
скорости псевдопервого порядка на концентрацию гидроксиламина. 

Это обстоятельство дает возможность изменять в широких пре- 
делах соотношение продуктов реакции, соответственно понижая 


или повышая концентрацию гидроксиламина. Экспериментальные 
тверждают, что отношения концентраций продуктов ре- 


где в, ит. д. — константы 


под : Е 
о. П и ХЕМИ действительно линейно зависят от обратной 
концентрации 


гидроксиламинов (рис. 5.2). Найдено 153, 154, что 
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Дру 
выход продукта ХГУ увеличивается при понижении Нино, 
силы реакционной смеси и при повышении температуры реак 

Пользуясь установленными закономерностями, можно Повесть 
практически количественное превращение цитозиновых Ядер до со 
единений типа ХГУП или до ХГУШ. Так, наприме у Обработкоя 
цитидин-5’-трифосфата 7 М раствором гидроксиламина при рН 6 
и 30° С был получен модифицированный нуклеозидтри 


осфат, еб 
ветствующий ХГУИ (В’=Н), тогда как обработка 1 М раствором 
гидроксиламина при рН 5 и 50. С приводила к трифосфату ХЕ 
(К’=Н). Аналогично реакцией с гидроксиламином были получены 
также полинуклеотиды, содержащие модифицированные звенья 
либо типа ХГУП, либо ХГУ 155, 


(В-диэтиламиноэтил). 
видимому, протекает подобным же обра- 


18 который, однако, не получил широкого 
лохой растворимости в воде. 
еакции с гидроксиламина 
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ано на примере реакции 
5’-фосфатов соединений с 2,5 раствором О-метилгидроксил- 
амина при рН 4,9 и 30° С) 157; 
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Рис. 5.2. Реакция цитидина с гидроксиламином (а) и О-метилгидроксил- 
амином (6). Зависимость отношения концентраций продуктов ХГУШ 
и ХГУП в конце реакции от обратной концентрации гидроксиламина при 
различной температуре р 
а-рН 6, и=1; б-РН 4,9, и=3. 


увеличением степени сопряжения аминогруппы с ядром при введении 
в нее алкильных заместителей. С другой стороны, введение сопря- 
женного с ядром заместителя в положение 5 или 6 пиримидинового 
цикла должно затруднять присоединение по двойной связи С-5— 
С-6, поскольку для выведения из сопряжения таких заместителей 
необходима дополнительная энергия. По-видимому, определенную 
роль в подобных реакциях могут играть также пространственные 
факторы. При модификации гидроксиламином 5-метил-, б-метил- и 
5 оксиметилироизводных цитозина наблюдается только непосред- 
ственное замещение экзоциклической аминогруппы 159. Очевидно 
так же протекает реакция и в случае соответствующих нуклеозидов 
и нуклеотидов, однако исследований в этом направлении проведено 
не было. Следует отметить, что в случае незамещенного гидроксил- 
амина, если он используется для модификации в низких концентра- 
циях (10-3 — 10-2 М), наблюдаются побочные эффекты, связанные 
с разложением реагента. Продукты разложения гидроксиламина 
неспецифически разрушают все (кроме аденина) гетероциклические 
основания нуклеиновых кислот 160—162? (см. стр. 478). 

Со значительно меньшей скоростью (по сравнению с 
цитозиновыми И урацильными ядрами)  гидроксиламин и 
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О-метилгидроксиламин реагируют с ядром аденина ВЫ, 
приводятся величины констант скорости реакции Второго поря 
вычисленные для реакции гидроксиламина и О-метилгидроко 
амина с аденозином. ии. 


Таблица 5.3. Вычисленные значения констант скорости второго порядка 
для реакции аденозина с гидроксиламином и О-метилгидроксиламином 163 


2, л-мольт 1.41 


Реагент 


при рН 4 | при РН 5 при рН 6 


Гидроксиламин ........., 0,0010 0,0039 0,0032 
О-Метилгидроксиламин ...:.. 0,0010 0,0013 0,0005 


Хотя точное значение оптимума рН не было определено, в обоих 
случаях он находится в области 4—5. Как ив случае цитидина, 
скорость реакции аденозина с гидроксиламином выше, чем с О-ме- 
тилгидроксиламином. Единственными образующимися соедине- 
ниями являются продукты замещения аминогруппы аденинового 
ядра на оксиамино- (1.Па) или О-метилоксиаминогруппу (116); 


структура этих соединений была доказана их встречным синтезом 
из 6-метилмеркаптопуринрибозида. 


НМОВ 


НОСН,Ь Ге) 


Н 
СИ 


а (В н) 
5(В=СНз) 


В кислой области рН гидроксиламин проявляет определенную 
специфичность по отношению к вторичной структуре ‚ Полннукле” 
отидов. Гидроксиламин не реагирует с нативной ДНК 1 но сле 
натурированной ДНК !54 и полицитидиловой кислотой 165, ря 
ция протекает, хотя и медленнее, чем с мономерами. я 
гидроксиламином и О-метилгидроксиламином широко прима а 
в биологических исследованиях, в особенности со ха 
рактера (обзоры — см. 197, 168). Избирательность действия ( 


соедине 
(енинового 
у (110; 
_ синтезом 
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гидроксил Й 

сх р ыы отношению к вторичной структуре нуклеиновых 
‹ о была использована для доказательства отличия 

вторичной структуры ДНК, упакованной внутри фаговой частицы 

от двухспиральной ДНК, выделенной из этого же фага 16. 


Действие гидразина и его производных 


В щелочной среде гидразин расщепляет урацильные и цитози- 
новые производные (см. стр. 459); в кислой и нейтральной средах 
он реагирует лишь с цитозиновыми производными — с замещением 
аминогруппы '79. В случае самого цитозина при реакции с 4 М рас- 
твором гидразина при рН 6 и 80° С были обнаружены два основных 
продукта замещения: 4-экзо-М-аминоцитозин КЕШ и №,№-бис-[2-ке- 
то-1,2-дигидропиримидил-4-|-гидразин ГТУ. 


а де. о 
| 
Х \ 
| М МНЭМН2 > | м + 4 | Г\ 
| Ао ок 9 
те ги \о ее: ы \о 
Н Н Н Н 
ми ТЛУ 


Количество соединения 1ЛУ через 60 ч реакции достигает 43 %, 
несмотря на то что в реакционной смеси присутствует большой из- 
быток гидразина. В аналогичных условиях протекает реакция и 
с монометилгидразином, причем из двух возможных изомеров ТУ 
или ГУТ образуется только ГУТ, как это следует из данных по вос- 
становлению продукта реакции цинком в соляной кислоте (при 
этом образуются аммиак и соединение, идентичное по УФ-спектру 
4-экзо-М-метилцитозину ''°). 


МНМНСН. СНзММН» 
\ СХ 
в 1 
№ т 
Н Н 
ТУ ТУТ 


Замещение по аминогруппе наблюдалось также при взаимодей- 
ствии цитозина с 1,2-диметилгидразином. Относительно образова- 
ния цитозина при реакции продуктов типа МУ с моно- и 1,2-диме- 
тилгидразинами сведения отсутствуют. При действии на цитидин 
5 М раствора гидразина при РН 8 и 21°С в присутствии 
кислорода воздуха и ионов мели! наблюдалось образование 


ЕЕ 
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4-экзо-М№-аминоцитидина. В этих условиях также 
восстановление тимидина до 5,6-дигидротимидина И, ПО-ВИДИМ С 
восстановление 5-метилцитозина до 5,6-дигидропроизводного ому, 
Пуриновые производные взаимодействуют с гидразином нац} 

тельно медленнее, чем пиримидиновые; так, при обработке  езок 
туанозин- и дезоксиаденозин-5’-фосфатов при 60° С безводным м 
разином после 4 ч реакции не удается обнаружить каких-либо про. 
дуктов взаимодействия. Интересно отметить, что при переходе к 
2,4-динитрофенилгидразину специфичность действия по отношению 
к основаниям теряется 172, так что в этаноле, содержащем 1% НС! 

экзоциклические аминогруппы всех аминонуклеозидов замещаются 
на динитрофенилгидразиновые остатки. В водных растворах эта 
реакция не исследовалась. 


Реакция замещения аминогруппы в цитозине и 
является, по-видимому, нуклеофильной реакцией 
медляется при протонировании гидразина. При 
виях исследовалась реакция гидразина с цитоз 
молекул реагента существует в непротонирован 
ние рКа гидразина равно 8,5) "48. Это приводит к необход 


наблюдало 


его производных 


исследовано несколько типов 
ацильных производных гидразина: гидразид карбаминовой кисло- 
ты (семикарбазид) 165, 173—15, реактив Жирара 16, 177 


К. УА-сн.сомнын,|сг- 


ацетилгидразид '7° и ряд гидразидов многоосновных кислот _(мало- 
новой, 3,5-дисульфобензойной и 3,4-дикарбоксибензойной) №. Все | 
эти соединения оказались реагентами, специфичными по отноше- 
нию к цитозиновому ядру. Основная реакция, происходящая при 
таком взаимодействии, представляет собой замещение аминогруп- 
пы цитозина на ацилгидразидогруппу: 


ты МНМНСОв” — 
| _ МНМНСОВ" у 6) - = Е. — и» 
и и. 
- о ТИ 
В —атом водорода или различные радикалы 


о. а чю:. 2 
к И. 
ц,\ пнши замещения м присовдинения по тона эглеюодл 35 | | 
м А ЕН 35 3 
д №, Оптимал 5: 
о & ьное значен 
м реактивом Жирара А ва факии с СИА Е 
. Сы В 

Же к ных кислот оптимум РН также ле ие: 

о 4 и 513. При значениях рН м Е В 

ихся 

ма, рость реакции значительно Е ум от оптимальных, ско- 

Пе - \, мера на рис. 5.3 показана Ее и о - 
м с а от РН среды. рости реакции цитидина 
| Ч 

о а ее 
аа Но Жирара с о а - 

ат ин-5’-фосфатом пока- ® 
ТВорау о веть что в обоих случаях зависи- $ 40' 

и скорости реакции от времени Е 

изв вается уравнением первого по- $5 

ды  рядка, если в смес ЕЯ 

я резк 6 $ и присутствует $3 

о 0% ольшой избыток гидразида. При &% 

ыы а ее реактив Жирара оказывается о и 

Зы ‚ тельно менее реакционноспособ- 8 

Ме (значе ыы по сравнению с семикарбазидом. во 

ХОДИМОСтИ ак, при РН 4,2 и 37°С константа ско- ы 

ЦИИ, ост реакции цитидина с семикар- 0 

ме _ азидом и цитидин-5’-фосфата с реак- 
тивом Ж ь р 

2% а ирара составляет 0,072 и 
, л. моль -ч* соответст 

разино, венно. Рис. 5.3. Зависимость < с 

- ны В этих же условиях константа скоро- Раки цитидина ©2М раство- 

ам сти реакции малонилгидразида (наи- Ром семикарбазида от РИ реак- 

ты более исследованного из ацилгидрази- ционной смеси при 37° С". 
ко 2% нов многоосновных кислот) с дезокси- 

й КИ цитидином составляет '78 около 0,05 л: мин" .ч-!. Гидразид З,А-ди- 
карбоксибензойной кислоты реагирует с дезоксицитидином пример" 
но с такой же скоростью, однако он плохо растворим в воде, так что 
не удается достичь концентраций, необходимых для обеспечения 

к. высокой скорости модификации. Реакция дезоксицитидина с 3,5-ди- 
от ( Ве сульфобензоилгидразидом 17° идет медленнее, чем с семикарбази- 

)". № дом и реактивом Жирара, а также медленнее, чем с ацетилгидра- 

› отно зидом, причем добавление в реакционную смесь ионов Са?* и Ме**, 

адая пр. экранирующих отрицательный заряд сульфогрупи, еще больше за- 

ноту медляет скорость превращения. Реакцию дезоксицитидина с 3,5-ди- 
сульфобензоилгидразидом проводили при рН 4, поскольку при РН 
4,5 скорость ее снижена примерно в 3 раза, а при РН 5,3 за 70 ч не 
удается обнаружить продукта реакции. 
Исследовано также влияние температуры на скорость реакции 

А производных цитозина с рядом ацилгидразинов. Первый` порядок 

_/ скорости реакции производных цитозина с ацилгидразидами и — 

к по крайней мере в случае реакции с семикарбазидом — совпадение 

(см. стр. 209), возмож- 


оптимума рН © теоретически вычисленным 
о данный ТИП реакций в основном 


но, свидетельствует © том, чт 


Зах 5%: 
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является прямым замещением аминогруппы цитозинового ядра „, | 
ацилгидразинную группу. Тем не менее не исключено, Что, хотя а 
частично, реакция поотекает с первоначальным присоединение, 
реагентов по двойной связи с последующим замещением лабильной 
аминогруппы образующегося дигидроцитозинового ПРоизводного 
как это протекает в случае реакции с гидроксиламинаму 
(см. стр. 344). Действительно, при взаимодействии ЦИТидиНа с се. 
микарбазидом в реакционной смеси было обнаружено некоторое 
количество продукта, не имеющего максимума поглощения в 0б. 
ласти 250—300 ммк и легко превращающегося в основной продукт 
реакции в кислой области рН. Возможно, что это соединение "Яв- 
ляется продуктом присоединения семикарбазида по двойной связи 
цитозинового ядра. 

Наиболее важным преимуществом ацилгидразидных реагентов 
является то, что при модификации полинуклеотидов модифицирует- 
ся только цитозиновое ядро и образуются те же продукты реакции, 
что и в случае мономеров *. 

Действие семикарбазида и реактива Жирара на полинуклеотиды 
чувствительно ко вторичной структуре полимера. Так, в случае мо- 
дификации под действием семикарбазида скорость реакции с ци: 
тозиновыми ядрами в денатурированной ДНК примерно равна 
скорости модификации этих звеньев в тРНК 194. Скорость модифи- 
кации нативной ДНК примерно в 25 раз ниже. Скорость реакцин 
цитозиновых ядер в составе тРНК с семикарбазидом и реактивом 
Жирара также понижена по сравнению с цитидином. Значения 
константы скорости реакции тРНК с семикарбазидом !74 и реакти- 
вом Жирара "7 при рН 4,2, 37°С и концентрация реагентов 2 М, 
вычисленные по зависимости степени модификации тРНК от вре- 
мени, равны соответственно 0,0294 и 0,0117 ч-'. Таким образом, 
семикарбазид реагирует с тРНК примерно в 5, а реактив Жира- 
ра—в 2,5 раза медленнее, чем с цитидином. Медленнее, чем в 
случае нуклеозида, цитозиновое звено модифицируется и в составе 
полицитидиловой кислоты, как можно судить на примере реакции 
с семикарбазидом '° и малонилгидразидом 1. При участии цитози- 
новых звеньев полинуклеотида в образовании пар гуанин + цитозин 
модификация этих звеньев идет значительно медленнее, чем в том 
случае, когда цитозин находится на односпиральном участке поли- 
нуклеотида. 

Углеводно-фосфатлая цепь полинуклеотидов при модификации 
семикарбазидом '7* и реактивом Жирара 177 в заметной степени не 
разрушается. Однако вторичная структура полинуклеотидов После 
модификации этими агентами существенным образом изменяется 
(в случае реактива Жирара эффект выражен значительно силь- 


* В случае модификации семикарбазидом тРНК получены данные 174, сви- 
детельствующие о незначительной модификации аденинового ядра, 
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. Так о 
м а обработанной реактивом Жирара тРНК, со- 
о модифицированных звеньев, в температурном ин- 
тервале 20—90° С составляет всего 8%, Ты о 
о вов : №, Тш этого препарата равна 
т ремя при 89%-ной модификации семикарбази- 
дом гиперхромия составляет 204%, Т„ равна 46°С. Нативная 
тРНК ыы в этом интервале температур гиперхромию, рав- 
ную 26%, и Ты 54°С. Различие в модификации полинуклеотидов 
этими двумя реагентами проявляется также во влиянии их на ак- 
центорную активность тТРНК; при модификации семикарбазидом 
акцепторная- активность различных индивидуальных ТРНК ме- 
няется в различной степени '75, при модификации же с помощью ре- 
актива Жирара различные ТРНК уменьшают акцепторную актив- 
ность примерно в одинаковой степени 77. Такое различие в дей- 
ствии реагентов связано, возможно, с тем, что при модификации 
реактивом Жирара в полинуклеотид вводится значительное коли- 
чество положительных зарядов. 

Заканчивая рассмотрение основных нуклеофильных реагентов, 
используемых для модификации нуклеиновых кислот, сопоставим 
скорости их реакции с цитозиновым ядром, которое они все специ- 
фически модифицируют: 


Е 
Реагент (условия реакции) И 
Семикарбазид (рН он) ев со зави 0,072 
Реактив Жирара (РН 4,2; 37° К. а 0,0144 
Малонилгидразид (РН 4,2; О Же 0,025 
О-Метилгидроксиламин (рН 4:9; -30°С),. . о 


Гидроксиламин (рН 6; 30° С)... 


Наиболее реакционноспособными ИЗ рассмотренных соедине- 
ний являются производные гидроксиламина, причем при оптималь- 
вых для каждого реагента значениях рН реакционная способность 
возрастает в ряду 
Жирара < малонилгидразид < семи 
иламин 


‹арбазид < 
реактив карбазид < 


< О-метилгидроксиламин < гидрокс 


Прочие реакции замещения аминогрупп 


Помимо рассмотренных выше реакций замещения к 
оснований (в составе нуклеозидов и нуклеотидов) ыы к 
дезаминирование под действием щелочи и пери = ет 
реакции протекают при более жестких условиях, :ы ве 
т ны ма ва о Щелочно остраненных методов их 
кислот является одним из наи олее р 
анализа, И данные по дезаминированию осн нии потидного состава. 

собходимы для правильной оценки ну а 
и условиях гидролиза (обычно действие 0,3 н. щелочи, 37° С, 


93 Зак. 614 
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ИНЕЕ ТИЯ 
——6 16 Яру 


— у 


Степен, 


24 ч) дезаминируется только ядро цитозина 179-182, 


причем 
дезаминирования высока и составляет 10—12%. 


МН» (®) 
д Зы 
носн, | о т носн. о мМ\% 
— 
но в Но вю 
В=Н или ОН 


В этих условиях, кроме того, наблюдается 
ние цитозинового и урацильного циклов. В более жестких усло- 
виях 183—184 (100°С, | н. КОН или МаОН), хотя по-прежнему с нан- 
большей скоростью модифицируется ядро цитозина, наблюдается 
также заметное дезаминирование производных аденина !84. Сле. 
дует отметить, что 5-метилдезоксицитидин дезаминируется медлен- 


нее, чем цитидин и дезоксицитидин 184; причины этого явления пока 
не ясны. 


Переамини 
теза замещен 


заметное расщепле- 


рование представляет собой возможный метод син- 
ных по аминогруппе аналогов оснований ГУШ, 


мн» мНВ' 
УМ “М 
\А о 
носн, № № носн, № №0 
’ Ге) 
мН:В 
— 
но в но в 
тУШ 
В=Н или ОН 


и. - 
В-—алкильный радикал 


Переаминирование производных цитозина протекает в водных 
растворах при реакции с ароматическими аминами 88; оно сопро- 
вождается одновременным дезаминированием. Из а 
аминов наибольшая скорость переаминирования при рН 4 и 95 
наблюдалась в случае о-аминофенола. Менее быстро реагируют 
анилин и В-нафтиламин. Значительно медленнее протекает сия 
с а-нафтиламином и 9-аминоакридином. В последних двух ах 
определенную роль в эффекте замедления реакции играют, вероя 


аСЩедь. 
ИХ усло. 
Гу сна. 
тюдаетя 
84 ль 
медлен- 
ИЯ ПОКА 


год си 
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но, пространственные эффекты. Известны также и другие реакции 
переаминирования производных цитозина, которые проводились в 
еще более жестких условиях 185, 18, 

Обсуждение вопроса о реакциях замещения аминогруппы в ци- 
тозиновом ядре было бы неполным без рассмотрения реакций 
производных 5,6-дигидроцитозина. Многие реакции цитидина, и в 
частности рассмотренная выше реакция с гидроксиламинами, про- 
текают через промежуточное образование дигидропроизводных. 
Кроме того, при фотохимических превращениях нуклеиновых кис- 
лот (гл. 12) одной из важнейших реакций является замещение 
аминогруппы в ядре 6-окси-5,6-дигидроцитозина и в пиримидино- 
вых димерах, в состав которых входит цитозиновое ядро. 

Лабильность аминогруппы в производных дигидроцитозина 
хорошо известна. В частности, как уже отмечалось, при восстанов- 
лении цитидина и его фосфатов зачастую получаются соответствую- 
щие производные дигидроурацила вследствие дезаминирования об- 
разующегося дигидроцитозина в процессе восстановления (см. 
`стр. 338). Однако наиболее подробно изучено дезаминирование 
дигидроцитозинового ядра в составе 6-окси-5,6-дигидроцитидин-3- 
фосфата МХ 187—189 и фотодимера цитидилилцитидина СрС '88 (под- 
робнее — см. гл. 12). В первом случае наблюдаются две парал- 
лельные реакции: дезаминирование с образованием 6-окси-5,6-ди- 
гидроуридин-3’-фосфата ТХ и дегидратация до цитидин-3’-фос- 

фата '97. 
МН. МН» о 


6 
НОСНё о НОСНЬ Ге) НОСН.ь О. 
Н20 (пу) ие) 
Н20 
=? 


ых то 


Реакция отщепления элементов воды с превращением Е м 
т с максимальной скоростью поотекАет ПИ р зы 
скорость превращения СХ в ГХ монотонно НЕА т 
Н 3. Обе реакции подчиняются закономерностя рей В 
в и константы скорости реакций дегидратац и 

а и и 25°С равны соответственно 1, и 
я При других значениях РН и температуры ое 
г тации по-прежнему значительно выше ОИ НЕ - 
р Скорость замещения аминогруппы раЕО- р Е 
о еовни  азличных нуклеофильных реагентов. Так, гидрир 
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190 <. 
вание цитидина в присутствии глицина *® при рН 98 и 7 
дит к количественному выходу НАЯ Мкарбоксиметид.5 ди 
дроцитидина Г.Х]. и. 


УНСН,СООн 


х 
МН>СН2СООН т 
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К 
тхт 
В — остаток рибозы 
протекает лишь в незначительной сте- 
что обусловлено, ПО-ВИ- 
свойств при протониро- 
чений РН. Аналогично 
гидрировании цитидина 
в присутствии ряд 
Сходным образом в присутствии таких сильных нуклеофильных 
агентов, как гидроксиламин или О-метилгидроксиламин, фотогид- 
рат цитидина (6-окси-5,6-дигидроцитидин) практически количе- 
ственно превращается в 4-экзо-М,6-диокси-5,6-дигидроцитидия 
ХИ (®’= Н) или Ч-экзо-М-метокси-6-окси-5,6-дигидроцитидин 
ХИ (®’= СНз) 191: 


т НОВ’ 


Е хи 
В - остаток рибозы 
®=Н или СН, 


М раствора гидроксил- 

(РН 5,5) фотогидрат 

цитидина превращается в соединения ГХИ (®’=Н или СНз) за 
3 или 4 ч соответственно, тогда как цитидин за это же время и в 
этих же условиях модифицируется гидроксиламином всего на 2%, 


ительной с 
влено, П0-ву. 
и протониро. 
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а и на 0,3% 191. Отсюда вытекает, в част- 

5. ЕЙ а тж реакции гидроксиламинов с ЦИТИДИНОМ (см 

т .. : уточный продукт присоединения по двойной связи 

аби рациях С О реакционной смеси лишь в малых 

: вергаясь быстрому зам 
РЕЯ ре № ещению аминогруппы. 
ирование наблюдается такж 
е в случае таких 
о мы как образующиеся при облучении 
- -цитидина димеры 188. Если пре 

д дположить, что 

ооо димеры циклобутанового типа ГХШ (см., однако 

стр. ), то дезаминирование может быть, по-видимому пред- 
ставлено следующим образом: : 
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В-р-ЕВ’— остаток рибозил-( 3-—=5')-рибозы 


При этом димеры ЕХШ, содержащие два цитозиновых ядра, 
претерпевают последовательное дезаминирование, превращаясь 
сначала в смесь димеров 1.ХТУа и ГХГУ\б, содержащих одно цито- 
зиновое и одно урацильное ядро, и затем в димеры ГХУ, содержа- 
шие два урацильных ядра. Полное превращение димеров ЕХШ в 
димеры Т.ХУ\У происходит за сутки при комнатной температуре *. 

Возможно, что легкое замещение аминогруппы в производных 
дигидроцитозина является причиной образования ковалентных свя- 
зей белков с нуклеиновыми кислотами при облучении нуклеопро- 
теидов 19? и при действии на них О-метилгидроксиламина 1. В первом 
ПоНЕАВИЕ 


* При облучении образуются два изомерных димера типа ЕХШ, структур- 
ные отличия между которыми пока не установлены; соответственно при дезами- 
нировании должны образовываться по два изомера каждого из соединений 


ГХГУа, ГХГУб и ГХУ, которые, однако, не изолированы. 
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случае нуклеофильные группы белковой молекулы (Наприм 
амино- или меркаптогруппы) могут замещать аминогруппу в фо 
гидрате цитозина или в димерах, содержащих ЦИТОЗиНовов ро 
Во втором случае аналогичное замещение может происходить ‚ 
промежуточно образующемся бметоксиамино-5,6-дигидроцитон 2 
вом ядре ХМХ (Е’=СН:з). Возможно, что дигидроцитозиновы» 
производные образуются также в качестве промежуточных соеди. | 
нений при дезаминировании производных Пе ОЗИНа, как это, в 
пример, предполагается в случае дезаминирования в присутствии 
кислых буферов 88. 

Реакции замещения аминог уклеозидах и нуклео 


идах, 
и особ на, 


ения 
в нуклеозидах (например, 5, 8 


достаточно хорошо извест ри синтезе 
аналогов нуклеозидов ин ако в данной книге такие 
превращения не рассматриваются, поскольку необходимые ДЛЯ НИХ 
жесткие условия неприменимы для полинуклеотидов. 


11. РЕАКЦИИ ЗАМЕЩЕНИЯ И ПРИСОЕДИНЕНИЯ 
ПО АТОМАМ АЗОТА 


му один л-электрон и 
тности. По своей хими- 
ому азота в пиридине. 
ть №-3 и №-7 в пуринах, 
ноформе цитидина. Эти 
действием электрофиль- 
ных реагентов, в частности протона. Направление протонирования 
обычных нуклеозидов и нуклеотидов также уже обсуждалось в 
гл. 3. Как будет видно из материала, рассматриваемого в данном 
разделе, ориентация замещения под действием многих электро- 
фильных агентов аналогична ориентации протонирования. 

Атомы азота, обладающие тремя заместителями, отдают в с0- 
пряженную систему два л-электрона и несут частичный положи- 
тельный заряд. По своей химической характеристике они анало- 
гичны атому азота в пирроле или в циклических имидах. В тех 
случаях, когда одним из заместителей является атом водорода 
(например, №-| в кетоформе гуанозина или №-3 в кетоформе ури- 
дина), последний за счет поляризации связи М—Н может относи- 


щения 


Г 195, и . 


СИН 638 
> Такие 
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тельно легко отщепиться в виде протона, т. е. соединение обладает 
свойствами кислоты. В образующемся после диссоциации анионе 
рассматриваемые атомы азота уже обладают избытком электрон- 
ной плотности и могут подвергаться атаке под действием как про- 
тона, так и других электрофильных реагентов. 

Наиболее характерные реакции замещения у атомов азота ге- 
тероциклического ядра протекают, таким образом, под действием 
электрофильных реагентов. К их числу относятся прежде всего 
реакции алкилирования нуклеозидов и нуклеотидов. При этом ато- 
мы азота гетероциклических ядер могут выступать в качестве ну- 
клеофильных агентов в реакциях замещения у насыщенного атома 
углерода в алкилгалогенидах или алкилсульфатах, реакциях рас- 
крытия кольца а-окисей и эпиминов, реакциях присоединения по 
поляризованной связи С=С (например, цианэтилирование компо- 
‘нентов нуклеиновых кислот под действием акрилонитрила), связи 
С=М (например, взаимодействие с карбодиимидами) или связи 
С=О (например, ацилирование). Весьма характерной реакцией 
замещения у атомов азота гетероциклического ядра является так- 
же образование М№-окисей под действием перкислот; эта реакция, 
вероятно, также протекает по механизму электрофильного заме- 
щения у атомов азота. 


1. Взаимодействие с алкилирующими агентами 


Изучение действия алкилирующих агентов на нуклеиновые кис- 
лоты привлекает большое внимание, литература, посвященная 
этому вопросу, весьма обильна (обзоры — см. 197-199) и часто про- 
тиворечива. Многие алкилирующие агенты являются эффектив- 
ными мутагенами и канцерогенами; с другой стороны, целый ряд 
химиотерапевтических веществ, используемых как противораковые 
агенты, также относятся к данному классу соединений. В свете 
этого выяснение химических превращений, которые претерпевают 
нуклеиновые кислоты под действием алкилирующих агентов, имеет 
фундаментальное значение для понимания процессов, происходя- 


щих В нормальных И опухолевых клетках. 


Метилирование диазометаном 

Как известно, атом углерода в диазометане обладает нуклео- 
фильным характером, и это соединение легко взаимодействует с 
органическими кислотами (донорами протона) по следующему ме- 


ханизму: у з 
АН+СН,-№=М — А+ СНз—М=мМ 


|» ён +м, 


щееся метилированию соедине- 


когда подвергаю 
к о Е . обных центров, направление 


ние имеет несколько реакционноспос 
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ЯДру 
реакции зависит от экспериментальных условий. В Условиях 

метилируемое соединение является единственным донором О 
В среде, действие диазометана должно приводить к зам о 
метильную группу атома водорода, облад С 
Новы 
ОГО с 
ость, 
на, то 
о нац. 
ота с 
те ре- 


нуклеозидов 
; Метилирова. 


В — остаток рибозы 
В качестве побочной реакции наблюдалось лишь метилирование 
по сахару (см. гл. 9) с образованием 3-М№,2’-О-диметилуридина **. 
В молекуле цитидина наиболее кислыми свойствами обладает 
гидроксильная группа остатка рибозы при С-2”; в соответствии © 
этим при метилировании диазометаном в 1,2-диметоксиэтане про- 
исходит алкилирование остатка сахара 2 (подробнее см. гл. 9). 
Напротив, при обработке водного раствора цитидина эфирным 
раствором диазометана наблюдается метилирование по ядру с 0б- 
разованием 3-М№-метилцитидина [ХУ 204. 
те 


[в 
| 
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к ТХУИ 


К — остаток рибозы 


нетанох 
ВО Е 
тилурЕ 
ТИМИД 


11. РЕАКЦИИ ЗАМЕЩЕНИЯ И ПРИСОЕДИНЕНИЯ ПО АТОМАМ АЗОТА 


361 


Аналогичная картина наблюдается и при метилировании аде- 


нозина: действие диазометана в 1,2-диметоксиэтане приводит к про- 
дуктам замещения в остатке сахара 209—212; проведение же реакции 
в водно-эфирной эмульсии — к образованию с низким выходом 


|-№-метиладенозина ХУ 24. Соответствующий продукт получен 
и из 2”-дезоксиаденозина 26, 297, 


а МН. 
ми ми \+ „СН 
и | . с ы 3 
ми\ми ми/\м7 
| | 
К В 
тхуш 


В — остаток рибозы или дезоксирибозы 


Направление реакции при метилировании гуанозина также За- 
висит от условий. При обработке диазометаном суспензии гуано- 
зина в эфире наблюдается образование 1-М№-метилгуанозина 
ТХИХ 213; при реакции же В водно-эфирной среде был получен 
7-№-метилгуанозин 2 


(©) 9 — О 
| ] | 
м /\ сн МУХ И \ 
Ро у. не з с С. у е И + и 
в р 
№ Ат изн, м7 У, 
в В В 
хх хх 
р — остаток рибозы 
Соединение [ХХ было получено впервые взаимодействием диа- 
в спиртовой среде?!8; 


‚3’5’три-О-ацетилгуанозином 
ему была неправильно приписана струк- 
тура 1-метилгуанозина. Метилирование дезоксигуанонии в водной 
среде протекает аналогичным образом * у при реакции в смеси 
эфира и метанола обнаружены 206 продукты замещения по №-1, 
№-7 и 6-экзо-О. й к 
Способность рибон клеозидов вступ 

ном В о - о убывает в ряду 20%. гуанозин = ури- 
дин ? цитидин >> аденозин. Аналогичный ряд наблюдается и р 
четырех дезоксинуклеозидов (тимидин вместо у ме 
в этом случае дезокси ует намного быстр е, че 


тимидин 27. 


зометана с 07 
первоначально, однако, 


еакцию с диазомета- 


гуанозин реагир 
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Метилированные нуклеозиды заметно отличаются по Свойс 
от неметилированных соединений. Для 7-№-метилдезоксигуансй 
характерна крайняя легкость расшепления М :-гликозидной к. 
(см. гл. 8), эта реакция протекает уже в ней 


тральной среде. в 
лочной среде 7-М-метилгуанозин и его производные претерпева 
расщепление имидазольного кольца (см. стр. 437). 1-№-Метиладе 


нозин и его производные в щелочной среде перегруппировывают, 
в б-экзо-М-метилпроизводные (см. стр. 450), 3-метилцитидин В ЭТИу 
условиях легко дезаминируется до 3-метилуридина, который даль 
расщепляется с раскрытием гетероцикла (см. стр. 455) 

Диазометан взаимодействует и с редки 
наиболее подробно из „ При ме. 
тилировании 2’,3’,5’-три-О-ацетилинозина в спирто-эфирной среде 
главным продуктом реакции является 1-№-метилинозин ХХ Гав 
наряду с ним образуются значительные кол 


ичества 7-М-метилино- 
зина ТХХН 25 И 6-метокси-9- (В-Р-рибофуранозил) -пурина 


В К 
ь тХхт 

в о ОСН; а [е) 

м м. /Х м 
АХ \ И Е \ ве у 
м: МИ та АМИ ни 

| | | 

В В В 

тххи тххШ тхху 


В — остаток рибозы 


Аналогичные производные были получены при метилировании 
2’,3’-О-изопропилиденинозина в смеси спирт-диоксан. Однако при 
реакции с инозином в водном растворе при рН 7 за счет расщеп- 
ления имидазольного цикла в 7-М-метилинозине и  после- 
дующего метилирования образуется также значительное коли- 
чество 5-(формилметиламино) -6- (Б-рибофуранозиламино) -дигид- 
ропиримидона-4 1.ХХПУ 218. 

Метилирование псевдоуридина приводит к образованию о 
М-метильного производного 219. При действии на 4-тиоуридин диа- 


зометана протекает в основном заме 
щение 
428). у атома серы (см. 
При перехо 
1 т те де от нуклеозидов к нуклеотидам возникает новая 
п ‚реакция — алкилирование по атому кислорода остатка 
фт. Ба Реакцию проводят обычно в водных раство- 
рах при рН — 7. При этом протонирован лишь один из атомов кис- 
порода, и основным продуктом реакции являются фосфодиэфи- 
ры 2; фосфотриэфиры образуются лишь в незначительных коли- 
чествах. 
О о 
| | 
о + СН.№ —> ВО-Р-—ОСН» + № 
| 
о о 
В различные органические радикалы 


Метилирование по остатку фосфорной кислоты является пре- 
обладающей реакцией в случае аденозин-5’-фосфата и цитидин- 
5-‘фосфата. При метилировании уридин-5’-фосфата получается 20 
смесь 3_№-метилуридин-5’-фосфата и уридин-5’-метилфосфата в со- 
отношении 3:2. Близкая картина наблюдается и для гуано- 
зин-5’-фосфата. 

О возможности избирательного метилирования гетероцикличе- 
ских оснований в олигонуклеотидах под действием диазометана 
в литературе имеются противоречивые сведения. Кембриджская 
группа исследователей при обработке диазометаном АрЧ, ОрА и 
@рО получила с высоким выходом аденилил- (3’—5/) -3-М-метил- 
уридин ?", ее 3.метилуридилил- (3/—5') -аденозин 222 и 7-метил- 
гуанилил- (3'—5')-уридин 277. С другой стороны, по данным Голы 
и Шайта 222, при метилировании ряда олигорибонуклеотидов диа- 
зометаном происходит сильное расщепление фосфодиэфирной связи 
и метилирование по ’-гидроксильной группе остатка рибозы; при 
метилировании тимидилил- (3’—5')-тимидина отмечено образование 


заметных количеств триэфира. В случае Ар авторы последней 
рование как по остатку урацила, так и 


диазометаном полинуклеотидов всегда на- 


блюдается некоторая деградация полинуклеотидной цепи. Так, по 
данным английских исследователей, при метилировании полиури- 


диловой кислоты можно добиться 78% -ного превращения уриди- 
ловых звеньев в 3-М-метилуридиновые, однако при этом происхо- 
олимера ?07. 


дит заметное уменьшение константы седиментации п 
При метилировании РНК 223 и ДНК ^^ основным направлением ре- 
акции является замещение по остатку гуанина. При проведении 
реакции с РНК в водно-эфирной среде с последующим кислотным 
гидролизом В качестве главных метилированных продуктов были 
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Е 
идентифицированы 7-М№-метилгуанин (65% от суммы Метилиров 
ных оснований) и 1-М№-метиладенин (27%); в меньших ода 
ствах (8%) найдены 3-М-метилцитозин и продукты дальнейще" 
превращения 7-№-метилгуанина — 1,7-диметилгуанин [ХХ 
2,6-диамино-5-метиламинодигидропиримидинон-4 ГХХУГ (В =Н) 
и его 3-М-метильное производное 1ХХУ1 (В = СНз); 3-М№-ме иладе. 
нин не обнаружен. 


т о о МН, 
Н.С—МН ] 
И иеь ` 78 су 


М 
мА АН ным ЗМ” Уын, м д. 
| 
Н Ы «СН, 
ТХХУ ТХХУ! ТХХУП 


Метилирование в аналогичных условиях ДНК из молок лосося 
с последующим кислотным гидролизом приводит к получению 
7-М-метилгуанина (81%) и 3-М№-метиладенина ГХХУП (19%). 
1-№-Метиладенина и 3-М-метилцитозина обнаружено не было, 
Необычное направление метилирования остатка аденина связано, 
очевидно, с относительной пространственной недоступностью ато- 
ма М№-| аденина при двухспиральной структуре полимера. 

При обработке диазометаном суспензии РНК в эфире с после- 
дующим кислотным гидролизом в качестве метилированных про- 
дуктов были выделены 3-М№-метилурацил (в основном) и 1-М№-ме- 
тилгуанин 2?° (в меньшем количестве). Побочной реакцией при 
метилировании РНК и ДНК является расщепление полинуклеотид- 
ной цепи, которое в случае РНК происходит, по-видимому, за счет 
распада фосфотриэфиров (продуктов метилирования по фосфат- 
ной группе), а в случае ДНК — в основном за счет легкого отщеп- 
ления 7-М№-метилгуанина и 3-М-метиладенина и последующей 
В-элиминации (см. гл. 8 и 10). Таким образом, метилирование 
диазометаном, по-видимому, непригодно для препаративного полу- 
чения метилированных полинуклеотидов, но может быть с успехом 
применено при синтезе метилированных нуклеозидов и нуклеоти- 
дов. : 

Диазоэтан действует аналогично диазометану, хотя степень ал- 
килирования РНК и ДНК под действием этого реагента заметно 
ниже 223, 2%, В случае ДНК обработкой при рН 6,8 не удается до- 
биться этилирования; реакцию можно провести при рН 8,0; соот- 
ношение 7-М-этилгуанин ; 3-М-этиладенин в продуктах кислотного 
гидролиза равно 3 : 1 223. 

С промежуточным образованием диазометана или метильных ка- 
тионов связано, по-видимому, эффективное канцерогенное, канце- 


ОК лосося 
толучению 
Г (19%). 
не было. 
1 связано, 
стью ато: 


. 
> с После 
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ное действие ряда М-метил-М№-нитрозосо 
2 ‚ которые, как из Й 
ее: рые, известно, при действии щелочи 


СН. к. 

< о +0Н` — вон+(сн,—м=м—07] 
МО Сон 

ТХХУШ 


Наиболее часто используются для исследований следующие 


гм зв 
-> СН,—М==М 


соединения этого класса: 


М-нитрозодиалкиламины (К =СНз, СН»); 
; 
М-метил-М-нитрозомочевина (К = СОМН)); 
№-метил-М-нитрозоуретан (В = СООС.Н;) ; 
№-метил-М№-нитрозо-и-толуолсульфамид (В =и-СНзС&На$ 05); 
М-метил-М№-нитрозо-№-нитрогуанидин В=С(=МН)МНМО>.. 
Показано, что, биологическое действие этих соединений связа- 
но в значительной степени с их взаимодействием с ДНК 222" или 
РНК 22, 233. Основным направлением реакции в случае М-нитрозо- 
диалкиламинов 22, М-метил-М-нитрозо-п-толуолсульфамида *** а 
и М-метил-М-нитрозо-М№-нитрогуанидина 2257 является алкилиро- 
вание по №-7 остатков гуанина. Для последних двух реагентов 
скорость реакции возрастает с увеличением рН среды 234, что соот- 
ветствует предположению о промежуточном образовании диазоме- 
тана или метильных катионов *. 
Алкилирование не является, однако, * единственной реакцией, 
происходящей при действии рассматриваемых нитрозосоединений 
на нуклеиновые кислоты. Другой протекающий при этом про- 
цесс 236 — дезаминирование оснований, содержащих аминогруппу 


(см. гл. 6). 
Этилирование нуклеозидов под действием борфторида три- 
ез промежуточное обра- 


этилоксония 3*8, возможно, протекает чер 

зование алкильных радикалов. Эта реакция в отличие от боль- 
шинства реакций алкилирования может быть выполнена в водном 
растворе. При обработке борфторидом триэтилоксония (РН 9) сме- 
си аденозина, гуанозина, цитидина и уридина алкилированию нод- 


вергается только уридин. 
фиров сер ной 


ьфоновых кислот часто 


Алкилгалогениды и эфиры 
рае ты иновых кислот и их компо- 


используются для алкилирован ыы 

нентов. Наиболее подробно изучена реакция метлирования он 

ными реагентами для метилирования т 

являются иодистый метил и диметилсульфат: 
в биполярных апротон 


зидами обычно проводят 
№-нитрозомочевиной — см, 355. 


-метил- 
* О продуктах реакции нуклеозидов © №-м 
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а с нуклеотидами — в водных растворах. Для 


Метили ров: 
полинуклеотидов чаще всего используют диметилсул: Г Вания 


Ульфат 
тилметансульфонат как алкилирующий агент и ре качест 
растворителя. 88 

заимодействие этих алкилирующих агентов с ге 
ческими основаниями нуклеиновых кислот протекает, по 


как бимолекулярное нуклеофильное замещение у 
атома углерода: 


тероцикли. 
видимому | 
Насыщенног 
СН.Х+:В —> СН,—Вв*+Х- 


В — гетероциклическое основание | 

Естественно, что алкилирование гетероциклического основания 
(и его производных) протекает при этом по месту наибольшей 
обычных нуклеозидов 

рованию производные гуанозина. Метилиро 


-дезоксигуанозина иодистым метилом в диме. 
тилформамиде?15 или диметилсульфатом в водном растворе при 


РН 42715, 238 приводит к 7-М-метилгуанозину * или 7-М№-метил-2^ дез. 

работка иодистым метилом в диметилсульф- 
ии поташа дает 1-М-метилпроизводные 239, при 
ировании 1-М-метилгуанозина образуется 1,7- 


вание гуанозина и 2” 


диметилгуанозин. 


о о о 
сн м Ах 
га уу з Ех о у" У их | \н 
— “”\ын, А Мы 
В К К 


ось также образование ну- 
я №-гликозидной связи дают 
нин 245, однако сами соответ- 
ыли. Степень метилирования 
ка: после метилирования дез- 
льфатом в водном растворе 
ращающихся после кислотного 
* В первоначальной работе 28° продукту реакции было неверно приписано 


строение 1-М-метилгуанозина на основании идентичности с продуктом, полу- 
ченным метилированием диазометаном (ем. стр. 361), 


клеозидов, которые после расщеплени 
3-М№-метиладенин 243, 244 и 7-М№-метиладе 
ствующие нуклеозиды выделены не б 
остатка аденина по М-3 и №-7 невели 
оксиаденозин-5’-фосфата диметилсу 
при РН 7 выходы нуклеотидов, прев 
ве. 


НЫ: 
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гидролиза в 1-М-метиладенин, 3-М-метиладенин и 7-М-метиладенин 
составили соответственно 26; 1,2 и 2,34 245. . 

Единственным продуктом, образующимся при метилировании 
цитидина диметилсульфатом, является 3-М-метилцитидин 26. Ури- 
дин и тимидин в обычных условиях метилирования в реакцию не 
вступают *; образование производных 3-М-метилуридина и 3-М-ме- 
тилтимидина отмечалось лишь в жестких условиях, применяемых 
для метилирования гидроксильных групп углеводов 24°, 250, 

Таким образом, легкость метилирования обычных нуклеозидов 
данными алкилирующими агентами убывает в ряду 


гуанозин >> аденозин > цитидин »№ уридин 


Как и в случае метилирования диазометаном, из редких компо- 
нентов нуклеиновых кислот лучше всего изучено метилирование 
инозина. При действии иодистого метила в диметилсульфоксиде 
единственным продуктом реакции является 7-М-метилинозин [ХХИ, 
а при действии метил-п-толилсульфоната в присутствии поташа — 
1-М-метилинозин ГХХ!?65. Обработка 2’,3’-О-изопропилиденинози- 
иЗВоДнНЫе 23 |: на десятикратным избытком диметилсульфата в водном диоксане 
образуется И приводит к 3-М-метил-5- (формилметиламино) -6- (2”,3/-О-изопропи- 
лиденрибофуранозиламино) -дигидропиримидону-4 (ГХХ[Х) 218, ко- 
торый образуется, по-видимому, за счет расщепления промежу- 


р 9 точно возникающего 1,7-диметилинозина ЕХХХ** 
У сн; 0 сн, о 
Г | . А. 
№ СН: м СН: 
и. и + а 
Аман онс Г < Е. 
ы м7 и 
В В 
действие ххх тххх з 
пол дено° В остаток замешенной рибозы 
воды метий 
отся Г: боя и При метилировании данными агентами нуклеотидов может про- 
стве м исходить побочная реакция алкилирования по кислороду фосфат- 
ладено° ние 8) ной группы. Поскольку нуклеофильность дианиона фосфомоноэфи- 
088 даю аи 5 

бра? ЯЗ ет *М 27 бщили о количественном метилировании 
Ра [а икельсон и др. недавно соо! $ 
ной - 600! т] полиуридиловой кислоты до поли-(3-М-метилуридиловой) кислоты под дей 
| и и сутствии три-н-бутиламина. Эти условия реакции 

са 088”, ствием диметилсульфата в присут р И 
0 илИР де не проверены пока на мономерах. Метилирование остатков Ур м й а н.. 
мет ан р диловой кислоте было достигнуто также при действии метилметансу/ 

О Н 7. 

ИР р ВВ р имеет, по-видимому, соединение, образующееся при 
80 ис о метилировании 1-М- или 7-М-метилинозинов действием диметилсульфата в при- 
; де * р | сутствии три-н-бутиламина; ему приписывается строение 1,7-диметилинозина ®. 
0 И до 
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ра значительно выше, чем для ооо омонозфнра 
фосфодиэфира) , предпочтительно а эти ны : 
клеозид-5’-фосфатов при рН около 4, в динения нахо, 
дятся в виде моноаниона. В этих усло С р Добитья 
гладкого превращения аденозин-5 -фосфатав 1-1 -метиладенозин.>. 
фосфат. Побочные реакции образования фосфоэфиров Подав. 
ляются еще сильнее при метилировании двузамещенных пирофос, 
фатов, например Р’'-(аденозин-5') -Р *-бензилпирофосфата ®? ул 
аденозиндифосфатглюкозы 53. Аналогичным путем ПИТАДИН-О фе 
фат удается превратить в 3-М-метилцитидин-5’-фосфат '*. Оказа. 
лось, что даже при высоких значениях рН степень метилирования 
по фосфатной группе под действием рассматриваемых алкилирую- 
щих агентов невелика. Так, при обработке гуанозин-5’-фосфата 
иодистым метилом в диметилсульфоксиде в присутствии гидро 
окиси тетрабутиламмония был получен с хорошим выходом 
1-М-метилгуанозин-5’-фосфат 20; `в близких условиях осуществле- 
но превращение инозин-5’-дифосфата в 1-М-метилинозин-5’-ди- 
фосфат 20. 

При метилировании олигонуклеотидов диметилсульфатом по- 
бочные реакции незначительны 20, и таким путем, например, 
удается гладко провести метилирование остатка аденозина в адени- 
лил- (3’—5/)-уридине?57 или остатка инозина в уридилил- (3’—5,). 
инозине "18. Сообщалось об успешном метилировании полиаденило- 
ВОЙ 207, 248, 254, 255, О ПОЛИЦИТИДИлОвОЙ 207, 247, 248, полигуаниловой 25! и 
даже полиуридиловой **', №8 кислот; наиболее удобные условия 
реакции здесь, по-видимому, действие диметилсульфата в водной 
среде в присутствии три-н-бутиламина?”. В этих условиях 
полиинозиновая кислота дает продукт реакции, которому было при- 
писано строение поли- (1,7-диметилинозиновой) кислоты 5! (ср. под- 
строчное примечание на стр. 367); при действии же иодистого ме- 
тила в водном диметилсульфоксиде образуется поли- (7-метилино- 
зиновая) кислота. 

В природных полинуклеотидах реакционная способность раз- 
личных гетероциклических оснований по отношению к данным ал- 
килирующим агентам заметно различна. Как видно из данных 
табл. 5.4, метилирование суммарной РНК под действием метил- 
метансульфоната протекает в основном по М№-7 остатков гуанозина, 
в меньшей степени наблюдается реакция по №-| остатков аденозина 
и по №-3 остатков цитидина 256 (см. также 353). Близкие результаты, 
хотя и при значительно меньшей степени алкилирования, получены 
при метилировании тРНК диметилсульфатом. в диметилформ- 
амиде 257, 356, 357, Можно добиться и специфической модификации 
остатка гуанозина; например, при метилировании тРНК диметил- 
сульфатом в водной среде при РН 5,0 достигается 50%-ное мети- 
лирование по остаткам гуанозина без затрагивания других нуклео- 
зидов 27, При алкилировании фенилаланиновой тРНК. из дрожжей 
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ьфатом пс. 

например, 
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действием диметилсульфата 
рых метилируются лишь пят 
линуклеотида 358, 


удалось подобрать условия, в кото- 
ь остатков гуанозина в молекуле по- 


Таблица 5.4. Метилирование РНК и ДНК пол действием 
метилметансульфоната 258 


Продукты реакции после кислотного гидролиза 
(водная среда, рН 7,2; 37° С) 


Состав оснований *, % 


Исходный полинуклеотид 7-№-метил | 1-М№-метил- | 3-М-метил- | 3-М-метил- 

аденин аденин аденин ЦИТОЗИН 
Суммарная РНК из дрожжей **_.. 64 23 — 12 
Суммарная РНК из печени крыс. . 71 16 1 12 
Нативная ДНК из спермы лосося 86 5 9 — 
Та же ДНК, но денатурированная 63 31 6 — 


ты От суммы метилированных оснований. 
* Помимо указанных метилированных оснований обнаружены также 3-М-метилурацил 
(0,5%) и 6-экзо-М-метиладенин (1%). 


Еще большая избирательность реакции наблюдается в случае 
ДНК, особенно при использовании нативного двухцепочечного ком- 
плекса. При этом реакционная способность остатка дезоксиадено- 
зина существенно изменяется и метилирование происходит главным 
образом по М№-3 258; это связано, очевидно, со стерическими ограни- 
чениями, налагаемыми вторичной структурой. Удается добиться 
80%-ной модификации остатков дезоксигуанозина без затрагива- 
ния других нуклеозидов 7. 

Модификация полинуклеотидов диметилсульфатом может быть 
применена для исследования первичной структуры. Специфическое 
метилирование по остатку дезоксигуанозина в ДНК и последующее 
выдерживание в нейтральной среде приводит к отщеплению 7-ме- 
тилгуанина; образующаяся «дегуаниловая ДНК» может быть рас- 
шеплена на блоки с помощью В-элиминации 7 (см. гл. Ги 10). 
В случае РНК метилирование можно использовать для повышения 
специфичности ферментативного расщепления, так как 3’-фосфо- 
диэфирная связь, образуемая остатком 3-М-метилцитидина, не рас- 
щепляется под действием панкреатической пиримидил-РНК-азы, 
а 3’-фосфодиэфирная связь, образуемая остатком 7-№М-метил- 
гуанозина, -— под действием гуанил-РНК-азы Т!. Последний 
принцип был использован при установлении структуры 55 РНК 

(см. гл. 1). 

Вторичная структура ДНК сильно влияет на протекание реак- 
ции метилирования под действием алкилирующих агентов (см. 


24 Зак. 614 


С ГЛ. 5. РЕАКЦИИ ЗАМЕЩЕНИЯ И ПРИСОЕДИН 
, . 5. аи 
Е 6 РЕАКЩИН ЗАМ ЩЕНИЯ И г 


я 24 
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ов наблюд 


: 247 Т ается 
и в случае комплексов полирибонуклеотидов - Так, двухцепоце 
ный комплекс (поли-А).(поли-О) устойчив к действию ДИМетил 
сульфата, а комплекс (поли-@). (поли-С) метилируе 


ТСЯ этим аген. 
ИВЫЙ Комплекс 
ИрУется в этих 


том только по остаткам гуанозина. Менее устойч 
(поли-Г)-(поли-С) полностью разрушается и метил 
условиях. Вторичная структура одноцепочечных полинуклеотидов, 
стабилизированная за счет межплоскостных взаимодействий осно. 
ваний (например, в случае полиадениловой кислоты), сильно 
изменяется после метилирования метилметансульфонатом 258. Воз- 
можно, что функция метилированных нуклеозидов — редких компо. 
нентов РНК (см. гл. 1)— и состоит в определенном изменении вто. 
ричной структуры полимера, необходимом для его биологического 
функционирования. 
Ряд исслёдований был посвящен изучению влияния метилиро- 
ства полинуклеотидов: наблюдалось 
рибонуклеотидов на- 
инактивация тРНК?57, мутаген- 
ный эффект при действии на ДНК или РНК зирусов. В случае 


зано, по-видимому, с отшепле- 


нием 7-М-метилгуанина (см. гл. 8) 
Алкилирование нуклеозидов, н 


Я алкилирование по №-725. Продукты, полу- 
аналогичны 


и цитидина с бромистым бензилом в диметилацетамиде при 37°С 


‚ 1-М-бензиладенозин и 3-М- 
овиях (действие бензилбро- 
лсульфоксиде в присутствии 


ирование и уридина с обра- 
зованием смеси 3-бензилуридина и 3.57 


‚2 -дибензилуридина *. 
Исследовано также действие бифункциональных реагентов 
этой группы например 1,4-ди-О- (метансульфонил) -бутанднола 2; 
продукты, образующиеся при этом 


‚› аналогичны продуктам, по- 
лученным с другими бифункциональ 


ными реагентами (см. стр. 
378). 

При нагревании 5’-О-тозилатов производных аденозина 22, гу- 
анозина 263 и инозина 263 происходит внутримолекулярное алкили- 
ее 
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ЕЕ пуринового ядра по №-3 с образованием 3,5’-циклонуклео- 


На МН» 
мА ] 
д У 
м м 
ТвОСНь т 
о 
— 
оо 
№0 % 
С(Снз)> С(снз), 


Такие соединения были использованы при доказательстве кон- 
фигурации гликозидной связи в природных пуриновых нуклеози- 
дах и для исследований конформации пуриновых нуклеозидов в 
растворах (см. гл. 2). Недавно обнаружено, что при взаимодей- 
ствии нуклеозидов с гидроксиламин-О-сульфоновой кислотой 
МН.ОЗОзН происходит М-аминирование гетероциклического ядра. 
Эта реакция, осуществленная первоначально на примере ураци- 
ла 39, 30 была использована для синтеза |-аминоинозина и 1-ами- 
ногуанозина из соответствующих нуклеозидов в 


Действие @а-окисей и В-лактонов 


Как известно, а-окиси чрезвычайно легко раскрываются под дей- 
ствием нуклеофильных агентов, причем реакция протекает по би- 
молекулярному механизму: 


с- 


В-нуклеофильный агент 


+4 +Н* 
"+в —> ря! — носн»сньв* 


сн—сн 
№2 


Гетероциклические основания нуклеиновых кислот являются до- 
статочно эффективными нуклеофильными агентами для участия 
в такой реакции. Как и в реакциях, рассмотренных в предыдущем 
разделе, алкилирование в данном случае происходит по атому 
азота, обладающему наибольшей электронной плотностью. 

Взаимодействие гуанозина с окисью этилена” при нагрева- 
нии в диметилформамиде приводит к 7-№- (В-оксиэтил)-гуанину 
ГХХХГ 25. Тот же продукт наряду с 7,9-ди- (В-оксиэтил) -гуанином 


24* 


и ГЛ. 5. РЕАКЦИИ ЗАМЕЩЕНИЯ И ПРИСОЕДИНЕНИЯ по ЯД 
\ = ЯДру 


ГХХХИ образуется и при обработке дезоксигуанозин 
этилена в значительно более мягких условиях (рН 7; 25° С) 
Таким образом, алкилирование по М№-7 производных гуанозина со. 
провождается быстрым гидролизом гликозидной связи, Вследствие 


чего первичный продукт реакции выделить не удается. 
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Алкилирование аденозина под действием окиси этилена гладко 
протекает в водном растворе при рН 6,5 и комнатной темпера- 
туре?° (время полупревращения в этих условиях составляет 
13,5 4). Продукт реакции идентифицирован как 1-М№- (В-окси- 
этил) -аденозин. При взаимодействии с аденозин-5’-трифосфатом 
происходит побочная реакция: алкилирование по остатку фосфор- 
ной кислоты. При этом в реакцию вступает лишь фосфомоноэфир- 
ная группа; фосфодиэфиры в этих условиях не алкилируются, н 
в двузамещенном пирофосфате — никотинамидадениндинуклеоти- 
де — реакция протекает только по М-1 остатка аденина. Скорость 
реакции уридина с окисью этилена 286 возрастает при увеличении 
РН; это связано, очевидно, с участием в реакции аниона нуклео- 
зида. При рН 8—9 реакция заканчивается за 2 дня. Первичный 
продукт реакции 3-М- (В-оксиэтил) -уридин подвергается дальней- 
шему алкилированию по гидроксильным группам остатка рибозы. 
При взаимодействии с окисью этилена уридин-5’-фосфата обра- 
зуется 3-№- (В-оксиэтил) -уридин-5”- (В-оксиэтил)-фосфат, Реакция 
окиси этилена с цитидином не изучалась, однако при реакции 
с 1-М№-метилцитозином 297 первоначально образуется [-М-метил-3- 
№- (В-оксиэтил)-цитозин, который претерпевает дальнейшее алкили- 
рование с образованием 1-М-метил-3,4-экзо-М-ди- (В-оксиэтил)-цито- 
зина; последний легко дезаминируется до 1-М№-метил-3-М№- (В-окси- 
этил)-урацила. 

Таким образом, окись этилена является неспецифическим алки- 
лирующим агентом и легко взаимодействует в мягких условиях 
со всеми основными компонентами нуклеиновых кислот. Однако 
при взаимодействии ее с РНК вируса табачной мозаики были об- 
наружены только продукты алкилирования гуанозина 288. 

Иные результаты были получены при изучении взаимодействия 
нуклеозидов с окисью пропилена. По данным Пошона и Микель- 
сона 27, этот реагент при РН 6,0 и 5°С не затрагивает аденозин 
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и цитидин. В то же время уридин и тимидин быстро превращаются 
в этих условиях в соответствующие 3-№- (В-оксипропил) -производ- 
ные; несколько медленнее реагирует гуанозин, образуя продукт 
неустановленного строения. Очень легко вступает в реакцию ино- 
зин; строение получающегося продукта также не было доказано. 
Окись пропилена была использована для модификации ряда поли- 
нуклеотидов 2“, 268, 

Действие диокиси бутадиена на гуанозин 25 приводит, каки в 
случае других Дизамещенных алкилирующих агентов, к смеси 
7-М№-алкилгуанина и бис- (гуанил)-производного (см. стр. 378). 

а-Окись акролеина является специфическим модифицирующим 

еагентом для гуанозина. В реакции участвует группировка 
=С (МН) МН— гетероциклического ядра; под действием эпоксид- 
ной группы реагента происходит алкилирование по №-1. Эта реак- 
ция будет подробнее рассмотрена на стр. 412. 

В-Лактоны реагируют с нуклеофильными агентами почти так 
же легко, как &-окиси: 

В: УСН.—СНЬ ; - 

а | —> в- сн.сньсоо 

о——<со 
В:—нуклеофильный агент 


Было изучено взаимодействие простейшего представителя этого 
класса соединений, В-пропиолактона с производными гуанозина, 
дезоксигуанозина и инозина. Как и в случае окиси этилена, из 
продуктов реакции с гуанозином 269 дезоксигуанозином 270 и. дезо- 
ксигуанозин-5’-фосфатом 269, 270 удалось выделить лишь алкилиро- 
ванные основания: 7-№- (В-карбоксиэтил) -гуанин и 7,9-бис- (В-карбо- 
ксиэтил)-гуанин. При реакции с инозин-5’-фосфатом 21 направле- 
вие алкилирования зависит от РН: в щелочной среде образуется 
1-№- (В-карбоксиэтил) -инозин-5’-фосфат ххх, в кислой — соот- 
ветственно 7-№- (В-карбоксиэтил) -инозин-5 - фосфат ГХХХГУ: 


Е о 


Ге) 
> х их „сн»сн»соон и Ух г 
= нЕ 
м/м ми м7 


| 
В К 
тхххШ ЕхххУ 
В — остаток рибозы 
Алкилирование ДНК под действием В-пропиолактона протекает 
по остаткам дезоксигуанозина °°°. 
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Действие эпиминов 


Этиленимин и его производные обладают СИЛЬНЫМ мутагь 

действием, многие противоопухолевые препараты относятся ННЫХ 
му классу соединений. Тем не менее взаимодейств 
нуклеиновыми кислотами изучено довольно слабо. 

Как известно, эпимины, реакции которых в общем  КОДНЫ 

реакциями о-окисей, труднее поддаются атаке Нуклеофильных 
агентами, и их реакции протекают обычно через промежуточн к 
образование иммониевого иона 1ХХХУ: т 
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ции дезоксигуанозина с триэтиленмеламином ГХХХУ1 образуются | 


тура 7-М№-алкилгуанина. Другие нуклеозиды & триэтилмеламином 
В исследованных условиях в реакцию не вступали * 
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* 
В более ранней работе 73 утверждалось, напротив, что в реакцию с три- 
этиленмеламином вступают только пиримидиновые, но не пуриновые нуклеозиды. 
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Как и эпимины, соединения этой группы, особенно дизамещен- 
ные (см. ниже), являются чрезвычайно эффективными мутагенами 
и обладают противоопухолевой активностью. Качественно картина 
алкилирования компонентов нуклеиновых кислот под действием 
(В-хлорэтил)-аминов и (В-хлорэтил)-сульфидов сходна с наблю- 
даемой при реакции с диалкилсульфатами, т. е. наиболее реак- 
ционноспособным из обычных компонентов является гуанозин и 
в нейтральной среде алкилирование протекает по №-7 214, 275. Для 


дает монофункциональных азотистых ипритов ЕХХХХ и ХС 

руридина > Снусньи 6 \сисна 

исходит ен ме 

›и реак ххх <> 

азуются было проведено детальное исследование кинетики реакции и струк- 

“спектра туры продуктов, получающихся при взаимодействии с нуклеози- 
ктура дами, нуклеотидами и полинуклеотидами °”. 

гру С реагентом ГХХХ!Х скорость циклизации с образованием иона 

= ГХХХУИПГ значительно превосходит скорость последующего алки- 

дамиЕ лирования; при реакции с реагентом ХС циклизация является ста- 


дией, определяющей суммарную скорость процесса. 

Ниже сопоставляется относительная реакционная способность 
некоторых нуклеозидов при их взаимодействии с диэтил-(В-хлор- 
этил)-амином ГХХХИХ (рН 7, 402 С)278: 


Эффективность 

алкилирования 
Гуанозин + 3000 
Аденозин..... 850 
Дезоксицитидин. ... 500—600 
Тимидин о... 40 


* Отношение констант скоростей реакции алкилирования катиона ГХХХУИТ (В=СоНэ и 
реакции его гидролиза (вторая константа в условиях опыта равна 2.10—^ сек 
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В ы 


-"ДИНЕНИЯ по 


Как видно из этих данных, реакционная способность п Ле 
дов по отношению к ХХХ[Х падает в ряду гуанозин>> аден  С0ЗН. 
>дезоксицитидин>тимидин. Аналогичная картина наблюдаете 
для других алкилирующих агентов (за исключением диазометань и 
Большинство выделенных после реакции веществ соответств 
ожидаемым продуктам алкилирования (после кислотного Ву 
лиза были получены 7-М-алкилгуанин, 3-М№-алкилцитозин и м 
килтимин) или продуктам упомянутых выше побочных реакций — 
раскрытия имидазольного цикла в алкилгуанозине (см. стр. 36 
подробнее стр. 437) или расщепления ГЛИКоЗИДНОй СВЯЗИ и после. 
дующего алкилирования (7,9-диалкилгуанин). Имеются, одна 
и интересные исключения. После кислотного гидролиза продуктов 
реакции ЕХХХХ с аденозином и его производными 1-М№-(диэтил. 
аминоэтил)-аденин не был обнаружен, а найден лишь 6-экзо-М. 
диэтиламиноэтиладенин Х © соединения 
можно объяснить легкой перегруппировкой первичного продукта 
реакции (см. стр. 450), которая в данном случае легко протекает 


Ко, 


‚› возникающее в результате дальнейшего 
алкилирования аминогруппы в боковой цепи. 


МНСН,СНЫМ(С;Н,), о 
м. А. Н.С : 
: И : \ { } В 
ее о 
1 в 


ХС 
а) в’= СН»СН,М(СЬН,), 
6) «-свеныцень, 


хси 


В —остаток дезоксирибозы 


СН»СН»№С,Н,), 


При алкилировании нуклеотидов происходит в заметной сте- 
пени и побочная реакция замещения по фосфатным группам; соот- 
ветствующие продукты, однако, не были выделены, и об их обра- 
зовании судили лишь по увеличению скорости распада алкилирую- 
щего агента. При алкилировании тимидин-5’-фосфата наряду 
с продуктами, аналогичными ХСПа и ХСИб, отмечено неожиданное 
образование 1-М- (диэтиламиноэтил) -тимина ХСПТ. Предпола- 
гается, что это соединение возникает за счет первоначального ал- 
килирования по фосфатной группе и последующего внутримолеку- 


`9КЗ0-\. 
единения 
продукта 
ротекает 
оЙСтВие 
ие тими. 
и ХС 
нейшего 
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лярного переноса алкил оо 
р й ног 
ы те статка с расщеплением М№-гликозид- 


о 
нс 
(Сан СН» СН» он 3 ) 5 
Н5С 
О—=> ОСН Мо у 
| 250; Е мн 
5) 
но СНоснм(СьН5} 
ХхСШ 


При переходе от нуклеозидов и мононуклеотидов к полинуклео- 
тидам скорость реакции с монозамещенными азотистыми ипри- 
тами увеличивается. Так, алкилирование остатков аденозина 
в полиадениловой кислоте протекает приблизительно в 9,5 раза бы- 
стрее, чем в нуклеозиде. При проведении реакции с денатуриро- 
ванной ДНК образуются приблизительно равные количества про- 
дуктов алкилирования гуанина и аденина, в случае же нативного 
двухцепочечного полимера первоначально алкилируется только 
гуанин. При этом алкилирование остатков гуанина в денатуриро- 
ванной ДНК протекает приблизительно в 7 раз быстрее, а в На- 
тивной ДНК — почти В 50 (!) раз быстрее, чем алкилирование 
гуанозина. Причины столь резкого повышения реакционной спо- 
собности при переходе от мономера к полимеру не ясны. Этот 
эффект может возникать за счет локального повышения концент- 
рации реагента вследствие полианионных свойств ДНК или он 
может быть связан © изменением электронных свойств остатка ос- 
нования за счет межплоскостных взаимодействий. 
Высокая эффективность монозамещенных производных иприта 
п азотистого иприта как алкилирующих агентов для полинукле- 
отидов И относительно узкая специфичность реакции позволяют 
предполагать, что этот тип алкилирующих агентов может быть 
успешно использован для химической модификации нуклеиновых 
кислот. Предложено применение диэтил-(В-хлорэтил) -амина для 
«метки» положения остатков гуанина вдоль цепей и их последую- 
шего детектирования В НК с помощью электронной микроско- 


пии 277, 
Для повышения избирательности алкилирования полинуклео 
тидов разрабатываются модифицирующие агенты, р 
«адресующую группу» 278, т, е. остаток моно- или олигонуклеотида, 
Е за счет комплементарного взаимодействия с определенным 


ействие алкили- 
ной цепи направлял бы д 
участком полинуклеотид Е не аи ть. 


№ метиламино]-бензилиден- 
ть П-[М- -хлорэтил) 
о ры также аналогичные производные 
: 
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ЯДру 


уридин-5’-метилфосфата 280, ОРУ, аТри и ЧТраТр”/ 251 - 
динения, так же каки простые ацетали п-[№- (В Хлорэтил) ме 
амино]-бензальдегида, оказались способными проводить алк 
рование остатка гуанозина в тРНК 283-256. днако вопрос о я 
насколько повышается специфичность алкилирования п] 

ции в молекулу реагента «адресующей Группы», остается 
выясненным. 


СНзМСН» СНС} 
Кс 


Действие Ди-и тризамещенных 
алкилирующих агентов 


и В-хлорэтилалкил- 
которые в дальнейшем могут 
вующих В-оксиэтильных произ- 

‚ либо алкилировать вторую молекулу нуклеозида 
с образованием продуктов типа ХСУП: 


Х(СН,СН»С,+:В — 1В—СНЬСН,—Х—сн,сн,с1 


Н2о 
НЕЕ ЗВИНЕНЕЗАНЫЫ 
} 


У 


+ 
В—СН,СН,-Х—СН,сн,он В—Сн,сн,—х—сн,сн,_& 
ХСУт хсуп 
Х=$ или МАК 


:в- нуклеофильный агент (нуклеозид) 
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Алкилированные основания ХСУ[ и ХСУ 

гуанина) были получен 

или ди- (В-хлорэтил)-метиламином 25. 


шихся продуктов, наряду с 7-М-алкил 
этилпроизводными 275, было обнаружено небольшое количество 
соединении, аналогичных по УФ-спектрам 7-М№-алкилгуанинам, но 
отличающихся заметно большей основностью 27. Строение этих 
последних продуктов не было доказано, но возможно, что они воз- 
никают за счет дальнейшего алкилирования третичного азота в 
боковой цепи (подобно ХСПа и ХСИб). Было найдено также не- 
большое количество соединений, являющихся, по-видимому, про- 


дуктами алкилирования аденина, однако строение их опять-таки 
не доказано 287, 


Таблица 5.5. Алкилирование ДНК тимуса теленка под действием иприта 
и азотистых ипритов (рН 7,5; 2,4 моль алкилирующего агента 
на 1 моль фосфатных групп ДНК) 7 


Состав оснований производных 
гуанина **, % 
АР р неидентифи- 
Реагент ии вания “ил. Произ- | цированный 
с ? | гуанина *,| гуа- | аЛКИЛ-| водное| продукт 
%` нин | ГУанин| уСут алкили- 
ХСУ! рования 
А ая С И Аи о Ванн: 
ь 30 13,0 | 6,0 2,6 
(ССН.СН.).$ ки 54 84 | 64 36 са 
(С1СН.СН.).МН 157 18 177 1 2.2 т 
(с1СН,СН,)>МСН» 1,5 53 10,3 | 37 | 63 , 
(©) 

" ^ $ и 
(ссн,СН»)»Мсн, . 6 8 | 150 16 с и 
(сСНЬСНь) м а ВВ нЕ 

(0) 
9,3 | 3,0 9,3 2,3 
А сныменьеньоь 1,5 61 ь 
и ) 
о7 я 
Н 


отиде. 


кле 
* От суммы всех оснований в полину! ых произв 


** От суммы гуанина и его метилированн 
кислотного гидролиза- 


юдных в продуктах реакции после 
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Взаимодействие иприта „и азотистых ипритов с ПоЛИНУкледт 
дами протекает чрезвычайно быстро и в мягких Сов 
(табл. 5.5). Продукты алкилирования ДНК уже при нейтральны 
РН могут разлагаться с расщеплением №-гликозидной Связи 297. . 
сле обработки щелочью они претерпевают расщепление МИДа. 
льного цикла (см. стр. 437), что приводит к повышению стой 

сти №-гликозидной связи 289. 


тЧИВО- 
ри алкилировании ДНК под действием иприта би 


Н 


цепей. Аналогичная картина наблюдается и 
реакции ДНК с бис- (В-хлорэтил) -метиламином ^'. При более вы. 


сокой степени алкилирования производные типа ХСУП, по-види- 
мому, образуются в заметно больших количествах за счет алкили- 


Ной и ТОЙ же полинуклео- 


14-Димезилоксибутан, применяющийся 
вое средство (милеран), намного менее э 
агента, вызывающего алкилирование и к 
пей ДНК 275, 2* чем указанные выше агенты. В этом случае при 
реакции с РНК и ДНК после кислотного гидролиза были обнару- 
жены 7-№- (6-оксибутил) -гуанин и @,6-ди- ( 


гуанил-7-№-) -бутан 27. 
2. Взаимодействие с реагентами, содержащими - 


поляризованные С = С-связи 


Как известно, олефины, содержащие сильные электроноакцен- 
торные заместители, достаточно легко вступают в. реакции ну- 
клеофильного присоединения: 


ф 
в+сн,=снх-в—сньёнх] —Н*> ВЬ—СН,СН,Х 


В качестве нуклеофильных агентов в такого рода. реакциях 
могут выступать и некоторые нуклеозиды и нуклеотиды, причем 
в результате обычно образуются продукты, содержащие группи- 
ровку —СН.СН»Х У атома азота гетероциклического кольца. Из 
реакций такого типа лучше всего изучено взаимодействие нуклео- 
зидов и нуклеотидов с акрилонитрилом 292—295. Эта реакция проте- 


как противоопухоле- 
ффективен в качестве 


ти 
` За счет алкидь 
` Же полинукле, 


ТиДОВ И С ДИЗ. 
ипов. Алкилирь 
экиси бутадиеи 
-триоксибутил). 
обработке ДНК 


ис- (В,у-эпокси]: 
теряет способ. 


›отивоопухоле. 
качестве 
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т в мягких 
С условиях и может быть легко применена для моди 


фикации полинуклеотидов. 


Легче всего в Й 
заимодействуют с акрилонитрилом редкие компо 


вм ан 292—295, инозин 294, 25 и 4-тиоу 295: 

р а - о уже в слабощелочной Е о. 

| разуется 1-цианэтилисевдоуридин ХСМИ, который в 
з 


дальнейшем медленно превраща 
ется в 1,3-дицианэтил 
ьное п - 
Е и с инозином является же. 
: же 4-тиоуридина цианэ : 
ею р ц тилирование протекает 


} Г 
© МССН,СН; 
т ра сн»-Снсм › к “бн 
—х 
В 
о хи 


| 
МССН»СН» Ст ‚УСНСНьсм 


> | 
у 


К 
хсх 
о [@) 
ы д У я 
& к СН.СН,СМ 
д 2 2 
& Г сое, < 1} 
Е ты 
В К. 


В — остаток рибозы 
Из обычных компонентов РНК в этих условиях с акрилонитри- 
давая 3-цианэтильное 


лом взаимодействует лишь уридин 2—2, 


производное С1. 
о [@) 
| | 
‚„„СНаСН»СМ 
МН сН2=СНСМ, м 
м № Ио 
| 
в В 
[9 


В остаток рибозы 
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Эта реакция протекает, однако, заметно ме 
ция с упомянутыми выше редкими Компонента 
реагируют 5-метилуридин (риботимидин) ый ] 
дин, аденозин и гуанозин не подвергаются миантилированию 
азоту гетероциклического ядра. В СилЬноЩелочной среде ИЛИ 
очень длительном выдерживании при рН 8,5 они все Же да 
небольшое количество продуктов реакции, ЯВЛЯЮЩихся, О-В 
мому, О-цианэтильными производными — за счет реакции. 
гидроксильным группам остатка сахара. 

Скорость реакции нуклеозидов с акрилонит 
сит от величины рН среды. При детальном 
нетики этой реакции обнаружено, 


вергается только анион нуклеозида, обладающий зн 
большей нуклеофильностью, : 


Дленнее 
МИ; еще Ме 


ВИ- 


ты скорости взаимодействия акрилонитрила с рядом нуклеозидо 
(®) и их анионами Ее (+ ОРТ оН| 


Таблица 5.6. Константы скорости псевдопервого порядка реакции 
онитрила с нуклеозидами и их анионами 


итрила, 0,05 М карбонат-бихарбонатныя буфер, 30° С) 


#-10° (при рН 9,3), ан.103, #103 (при РН 9,3), | 103. 
Нуклеозид на ин Нуклеозид мин! РИ 
Псевдоуридин И 16,3 Тимидин .. 0,12 0,48 
нозин..,, 12,5 16,8 Аденозин. . 0,12 к 
4-Тиоуридин . 4,6 4,85 | Гуанозин.° ом Н97 
Уридин..., 0,39 0,73 | Цитидин .° — 0,08 ь 
5-Метилуридин 0,15 0,47 


Как видно из п 


риведенных данных, модификация нуклеозидов 
под действием ак 


рилонитрила весьма специфична и протекает 
В мягких условиях, исключающих разрыв фосфодиэфирной связи. 
Это позволяет применить рассматриваемую реакцию для изу- 
чения вторичной структуры ТРНК и для функциональных иссле- 
дований. 

Скорость модификации остатков псевдоуридина в ТРНК зави- 
сит от вторичной структуры полимера. При взаимодействии акри- 


диметилсульфоксиде, 
степень модификации псевдоуридина 
ичивается по мере увеличения содер- 


с изменением вторичной туры. 
араллельно происходит уменьшение акцепторной активнос 


ТРНК из дрожжей. При модификации тРНК в смеси воды т 
метилформамида в присутствии хлористого натрия в реакцию 


В 


КЦИИ 

ГИ 

‚ буфер, 30°)” 

ри рН 9,3, Чай 

н“ дин” 

0,4 

н%7| - 

леозид 


‘и. РЕАКЦИИ ЗАМЕЩЕНИЯ И ПРИСОЕДИНЕНИЯ ПО АТОМАМ АЗОТА 383 


иблизите: 1 `атк 
о р. псевдоуридина *; в присутствии 
( реакции с псевдоуридином заметно 
уменьшается и можно подобрать условия, при которых происходит 
лишь селективная модификация по остаткам инозина. Различие 
в реакционной способности остатков псевдоуридина в ТРНК по 
отношению к действию акрилонитрила было показано и при моди- 
фикации индивидуальной аланиновой тРНК из дрожжей 238, содер- 
жащей 1 остаток инозина и 2 остатка псевдоуридина. В этом слу- 
чае пианэтилирование протекает в первую очередь по остатку 
инозина, а затем по остатку псевдоуридина, не входящему в «уни- 
версальную» для всех тРНК последовательность рарТрУРрС (см. 
стр. 291). Специфическая модификация тРНК по остаткам инозина 
и псевдоуридина по-разному влияет на их способность акцептиро- 
вать аминокислоты и связываться с рибосомами в присутствии со- 
ответствующих тринуклеозиддифосфатов НЫ 

Аналогично акрилонитрилу взаимодействуют с инозином и не- 
которые другие производные акриловой кислоты. При реакции 
9' 3'-О-изопропилиденинозина с метилакрилатом и акриловым ан- 
тидридом были получены соответственно 1-карбметоксиэтил- и 
1-карбоксиэтил-2”,3’-О-изопропилиденинозины зоо Обработка акри- 
ловым ангидридом 2/,3’-О-изопропилиденуридина и тимидина при- 

водит лишь К соответствующим 5/-О-акрилоилпроизводным. 


3. Взаимодействие с реагентами, содержащими 

связи С = М 

Единственной известной реакцией такого типа является взаимо- 
действие нуклеозидов с солями №-циклогексил-М - (метилморфоли- 
ций) -этилкарбодиимида СП. В реакцию вступают нуклеозилы, со- 
держащие в гетероциклическом ядре группировку —СОмМН— %% %%; 
в случае уридина при этом образуется 3-М№-замещенное производ- 


вое. = 
н;С Тз0 
о м 
о Н.С Т=0 АНСН»СНа о 
3 
\+ > Мм С 
(= т сенны=с=монасн ХФ № Мсены 
Е 
В 
В : сш 
сп 


К- остаток углевода 


ичной реакции для производных 
а30, тимидина *, инозина 304 и 
чае образуется смесь З-моно- и 


Показано протекание аналог 
гуанозина 30% 302, дезоксигуанозин 
псевдоуридина 3; в последнем слу 
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1,3-дизамещенного нуклеозида. Реакция быстро протекает кы 
щелочной среде. Изучение зависимости скорости реакции от Н 
показывает, что в реакции принимает участие анион НУклеозида 
Скорость реакции уменьшается в ряду: ИноЗин> уридин> тан 
зин 3% (табл. 5.7). ` 


Таблица 5.7. Константы скорости псевдопервого порядка для реакции 
нуклеозидов и полинуклеотидов с тозилатом СП 
(0,1 М трис-НС!-буфер; РН 8,0; 23° С; 0,01 М М5?+) 


-103, мин-1 .103, мин-1 
Нуклеозид или 


Нуклеозид или 
полинуклеотид Па ке 


полинуклеотид 


| 
0,047 М СП 0,188 М СИ 0,047 М Сп [0.188 м Си 
Уридин..... 3,4 13,7 Полнуридиловая 
Гуанозин..., 2,2 8,8 кислота... ... 2,2 8,8 
Инозин .;... 9,3 37,2 Валиновая тРНК! 
из дрожжей. .. Ьй ВА 


При рН ниже 7 взаимодействие нуклеотидов с карбоднимидом 
СП протекает по фосфатной группе, что в основном приводит к 


превращению нуклеозид-2' (3) -фосфатов в циклические фосфаты, 


Одноцепочечные полинуклеотиды, 
тримолекулярные водородные связи между основаниями 
мер, полиуридиловая кислота), гладко реагируют с карбодиими- 
дом СП %% 08, скорость реакции при этом несколько ниже, чем для 
уридина (см. табл. 5.7). С двухцепочечными комплексам 
полинуклеотидов и ДНК реакция практически не происходит 3. 


бодиимида С1, 
ей нуклеозида 
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пературе степень моди 
ции реагента 3%. ое а В ОАО: 
дивидуальной ранив в“ карбодиимида СП с ин- 
ионов магния модификации на -- дрожжей в присутствии 
ртр рСр@рАро не происходит 3. П участке последовательности 
‘тичная модификация 53 РНК . ее И специфическая ча- 
имида*". О реакции карбодиими . сОП под действием карбоди- 
также ®. да с нуклеотидами и ТРНК см. 
Модификация полинуклеотидо 
щественному нюх о о Бе 
Динуклеотиды, содержащие остаток а иной 
устойчивы к деиствию панкреатической пиримидил-РНК-азы 301, 302” 
Это позволяет осуществить специфическое химико-ферментативное 
расщепление РНК по остаткам цитидиловой кислоты 30% 310, 1, что 
было использовано при установлении строения 5$ РНК из Е. сой 
(см. стр. 78) и для препаративного получения тринуклеотидов 
содержащих на 3’-конце остаток цитидина 319. Динуклеотиды со- 
держащие на 3/-конце остаток модифицированного карбодиимидом 
уридина или псевдоуридина, устойчивы К действию фосфодиэсте- 
раз змеиного яда и селезенки г: 

Сильная зависимость хода реакции с карбодиимидом СП от 
вторичной структуры и ограничение действия нуклеаз после моди- 
фикации позволяют использовать реакцию с этим карбодиимидом 
для обнаружения полинуклеотидных участков, на которых проис- 
ходит разрушение двухцепочечного комплекса при частичной дена- 
турации ДНК 2. После обработки ДНК карбодиимидом СИ, а за- 
тем панкреатической ДНК-азой и фосфодиэстеразой змеиного яда 
удается выделить длинные олигонуклеотиды, возникающие из «де- 


фектных» участков полимера. 


4. Взаимодействие с реагентами, содержащими 


С= О-группы 


Ангидриды И хлорангидриды органических кислот, а также 
© нуклеозидами и нуклеотидами так, 


альдегиды взаимодействуют : 
что электрофильная атака обычно направляется по экзоцикличе- 
ской аминогруппе основания или по гидроксильным трупдам оо 
татка сахара. Такие реакции подробно рассмотрены в =. а 
В некоторых случаях, однако, атака идет по атомам азот р 
циклического ядра. 
Ацилирование. При бензоилировании урид 
ствием ЗОЛИХО ида в пиридине образуются нь 
2',3/,Б'-три-О- и 3/,5 -ди-О-бензоильные производные. В прису 
‚5, ‚ 
избытка ацилирующего агента образуются продукты, содержащие 
195 которые, по-видимому, являются 
еще одну бензоильную группу 


ина и тимидина дей- 


25 Зак, 614 


Па: -51 
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р ТА 
$4 
ВЫ, 
одбииие & 


ДИНЕНИЯ по 


3,2',3',5'-тетрабензоилуридином СУа и 3,3/5/ 


`ТРибензонлт. ь 
ном СУ; МИДИ, 
[9 
{9 
— НС. ..В2 
| [ и 
воен. М\% ВОСН, › я 
#20082 В2О 
су её 


а(=82)-. 6 (в 


получить 3,4-экзо-М, 2” 7955 


вые. продукты бензоилирования (СУП) получены из аденози- 
на 315, 16 и 2’-дезоксиаденозина р 


МВ? 
„‚В2 м „‚В2 
Ву <] 
^ х 
В2ОСН, м © В2ОСНь 

О. О. 
В20 ОВ2 В20 в 
СУ СУП 


(В=Н или ОВ2) 


Эти соединения легко теряют бензоильн 
с азотом гетероциклического ядра при м 
ботке. 


Действие формальдегида. П 
с нуклеозида 


Ую группу, связанную 
ягкой щелочной обра- 


ри взаимодействии формальдегида 
ми и нуклеотидами образуются производные несколь- 


Ичива 
Я исчер- 
'Дующим 
Сб 
ПО ЭКЗО: 
роксиль- 
удается 
галогич- 
денози- 


=> 
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ких типов (см. стр. 329 и 409). Наиболее быстро протекающей 


реакцией является образование М-мети Е 
лолЛьЬных 
азоту гетероциклического ядра, связанном ом ОИ 


У с водородом, как это 
показано ниже на примере производных уридина 318, т, 


о Ге) 
| | 
он 
| т о С о 
м’ \о < № 
К В 


В — остаток рибозы или рибозофосфата 


Протекание этой реакции сопровождается характерными изме- 
нениями в УФ-спектре (рис. 5.4). Аналогичная реакция наблюда- 
лась для тимидина 3'9, инозина и его производных 39, 320 и псевдо- 
уридина 319; в последнем случае анализ изменения УФ-спектра по- 
казывает, что происходит образование двух типов производных 
(видимо, за счет реакции по ато- 
мам М-1 и М№-3). 

В нейтральных и слабощелоч- 
ных растворах реакция формаль- 
дегида с нуклеозидами и нуклео- 
тидами протекает практически 
мгновенно 319; в слабокислой сре- 
де она замедляется настолько, что 
удается измерить константу ско- 
рости образования метилольного 
производного (А) и константу ра- 
вновесия реакции с формальдеги- 
дом (К) (табл. 5.8). Скорость об- 2 20 200 
ратной реакции также велика, и Л, ммк 
после удаления избытка фор- рис. 54. УФ-Спектр уридина при 
алетИда Под РОАТИИ В В Ир автором формальдь 
полностью разлагаются. ботки 083 М р 

Значения константы равнове- гида (кривая ®). 

мальдегида 
а. близки к о 
реакции с аденозином, м: НО; скорость ен 
э кой аминогр . с ых условиях. 
не уридина значительно ее в рлилевой 

идином в состав 

Реакция и а медленнее, чем реакция с уридин- 
кислоты протекает в 2,5— 


5'-фосфатом (см. табл. 5.8). 


Оптическая плотность 


900. 


25* 


й 
8 
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ИН 
Ре ——\ 
рости реакции * и константы равн 


овесия # 
ина 


Таблица 5.8. Константы ско 
] при взаимодействии форма, а, 
| (0,1 М ацетатный буфер, рН 4,68) 


Тем- 
Нуклеотид- 


Нуклеотидный Тем 

. | пера- | #.104, К, Е пера- | #104, 

сы а тра, сек! и ыы ь ера, сек! Л рр 

а. 
Уридин-57- 10 1,78 | 3,2 *** Полиуридило- 10 0,84 -й 
фосфат 20 6,52 | 2,43 вая кислота | 20 2,01 = 

30 21,0 1,80 30 8,91 = 
40 61,0 1,33 40 21,9 ы 
50 | 164,0 1,02 50 60,8 = 

НЫ 

= [СН20] +_ 


1 определена спектрофотометрическим методом при реакции с ТИ 
раствором Формальдегида, 
к = определена методом РН-статирования. 


и Определена спектрофотометрическим методом. 


ядра гуанозина участвует так- 
же в реакциях с а 


`дикарбонильными соединениями (см. гл. 6). 


5. Окисление перкислотами 


Как известно, органические перкислоты способны в КИСЛОЙ ИЛИ 
нейтральной среде диссоциировать с об 
ксила ОН+, 


Ви Е — различные органические радикалы 

для производных нуклеози- 
водных под действием смеси 
Уксусной кислот 


действующим началом 
димому, является перуксусная кислота. 
МН, 


МН, 


ствует так: 
Г. ГЛ. 6). 


‚ИСЛой НИИ 
она ГИДРО: 
кулы тре 


11. РЕАКЦИИ ЗАМЕЩЕНИ 


Я И ПРИСОЕДИНЕНИЯ ПО АТОМАМ АЗОТА 389 


В еще более мягких условиях п 
аденозина под действием монопе 
реагентом удается провести реа 
действии цитидина с моноперф 
ной 328 кислотой образуется 3-М 


ротекает окисление производных 
рфталевой кислоты 325, 328; © этим 
кцию при рН 5—7. При взаимо- 
талевой *7 или м-хлорпербензой- 
-окись цитидина СХ: 

МН, МН, 


х 


| 
(9) 
й АЕСОО—ОН › У 
м’ № “К “\о 
| 
к В 
сх 


В — остаток рибозы 


Окисление до М-окисей аденозина и цитидина протекает быстро 
в слабокислой среде. Оптимум рН для реакции м-хлорпербензой- 
ной кислоты с аденозином находится при РН 5,5, а с цитидином — 
при РН 6,0; скорости реакции с обоими нуклеозидами близки 329. 
Другие основные компоненты нуклеиновых кислот в этих условиях 
не подвергаются окислению *. Напротив, в слабощелочной среде 
гуанозин, уридин и тимидин взаимодействует с перекисью водо- 
рода и перкислотами с расщеплением гетероциклического ядра 323 
(см. стр. 478). Взаимодействие редких компонентов РНК с пер- 
кислотами не изучалось. 

Характерным свойством М-окисей гетероциклических основа- 
ний является крайне легкая способность подвергаться атаке под 
действием нуклеофильных агентов. При действии 1 н. раствора 
щелочи 1-М№-окиси производных аденозина претерпевают рае 
ние пиримидинового кольца с образованием производных 4-амино- 
имидазол-5-карбоксамидоксима СХ 3% **. 


МН, МН, 
( \ \/о Ср 
74 ] С МН, 


ММ 


| 
В 
Е сх 
В остаток рибозы 


оисходит расщепление гетеро- 


; п 
В еще более мягких условиях к цитидина ®*. Строение 


-М 
циклического ядра в молекуле 3 
ие гуанина до 7-М-окиси гуанина под действием 
й кислоте °°°, 


* Описано, однако, окислен 
перекиси водорода в трифторуксусно 
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300 гл. 5 ЕНи 
= — по ЯДру 


продукта реакции в этом случае не было установлено, нак 
видимому, он тоже образуется за счет отщепления атома С. 1: 
Превращение 1-М-окиси аденозина в Имидазольное п 


о МН» МН» 
/ „о О м т 
Ан — О 
Е у Ум 
В В В 

сх! О 


При гидрировании над никелевым катализатором М-окиси про- 
изводных аденозина гладко переходят в соответствующие произ- 
водные аденозина 323. 

ягкие условия, используемые при окислении нуклеозидов мо- 
ноперфталевой кислотой, позволяют успешно применить эту реак- 


чивается за 1,5—9 ц. При использовании эквимольных количеств 
моноперфталевой кислоты достигается модификация 13% остатков 
аденозина, при использовании десятикратного (в мольном соотно- 


линуклеотидах. Такие исследования были выполнены для суммар- 
ной ТРНК из дрожжей и для компонентов рибосомальной 
РНК*%:. О применении к индивидуальной тТРНК — см. 364, 


киси про: 
ие произ 


я 
>% 


> е- у я 
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Модификация перкислотами может быть использована для 
специфического расщепления ДНК по остаткам дезоксицитиди- 
на33\, поскольку остаток 3-М-окиси дезоксицитидина при браво 
щелочью претерпевает расщепление  гетероциклического ядра 
В продукте этои реакции, строение которого не установлено, 
№-гликозидная связь легко расщепляется под действием 50%-ной 
уксусной кислоты, что приводит к полимеру, содержащему остатки 
дезоксирибозы на месте остатков дезоксигуанозина в исходной 
цепи. Этот лишенный цитозина полимер при обработке щелочью 
может расщепляться по пути В-элиминации (см. стр. 575 сл.). Такая 
последовательность реакций была осуществлена для динуклеотида 
арСарТ *". 

При взаимодействии аденина, аденозина, дезоксиаденозин-5/- 
фосфата, олигодезоксиадениловых кислот и ДНК с разбавленными 
растворами перекиси водорода в слабощелочной среде также про- 
исходит образование №М-окисей производных аденина 18% 162, 388, 
В этом случае, однако, окисление проходит, по-видимому, по го- 
молитическому механизму и продуктом реакции является 7-М- 
окись СХИ 8, 


- + МН» 

м. /^ м /\ 

с 

5 и” им" 
к к 
СХ 


В — остаток дезоксирибозофосфата 


Реакция протекает довольно медленно: а 0% т ых 
превращения дезоксиаденозин-5 -фосфата в О т и 
киси водорода составляет около 50 ч. Выход 7-М№-окиси и и. 
нозин-5/-фосфата невелик, так как идут аа С: и 
Е. а иконой ниси дезокснаденозии- 

-8 аденинового ядра). Та т ному гидролизу 
5'-фосфата по отношению к кислотному и щелоч клеотида; при 
н `ся заметно от устойчивости исходного ну ея Е 
блунении УФ-светом 7.М-окись аденина переходит в пСНя 


нин 338 и облучении 
. а наблюдалось пр . 
Образование 7-М-окиси аденин ими лучами 5%. Возможно, 


тгеновск 
водных растворов аденина рен тх возникает и при других 


р ет ваться ОН-радикалы, напри- 
реакциях, в которых могут 


мина на про- 
мер при действии разбавленных растворов гидроксила р 
изводные аденозина р. 
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РЕАКЦИИ ЭКЗОЦИКЛИЧЕСКИХ 
ОСНОВАНИЙ НУКЛЕИНОВЫХ И 
ПРОИЗВОДНЫХ . 


{. ВВЕДЕНИЕ 


Для понимания вопросов реакционной способности и химиче- 
ской модификации нуклеиновых кислот важное значение имеют 
реакции, в которых участвуют экзоциклические заместители пури- 
новых и пиримидиновых оснований, т. е. аминогруппы цитозина, 
аденина или гуанина, карбонильные группы урацила, гуанина, 
ксантина и их производных, а также реакции атома серы тиопро- 
изводных (редких компонентов РНК). Как уже отмечалось выше 


(см. гл. 3), И-электроны атомов азота аминогрупп и кислорода 


карбонильных групи оснований нуклеиновых кислот (и их 


производных) в значительной степени взаимодействуют с п-элек- 
тронной системой гетероциклического кольца, вследствие чего 
свойства соответствующих компонентов нуклеиновых кислот силь- 
но отличаются от’ свойств простых аминов, амидов или тио- 


амидов. 


ИЯ ПО АТОМУ АЗОТА 


И. РЕАКЦИЯ ЗАМЕЩЕН 
Ен ИНОГРУППЫ 


ЭКЗОЦИКЛИЧЕСКОЙ АМ 
овых и пиримидиновых 


Экзоциклические аминогруппы оне 153), при образовании 
оснований, как упоминалось выше (см. стр. г 


етают 
сопряженной системы отдают в нее два Е и р СЕ 
вследствие этого частичный положительных, ах мы 
с-электронной плотности (см. стр. 155) по НИ р 
ный заряд на атомах аз м 
А а, зы офильных реагентов по 
зом, становится возможной атака электро о ев 
а а ЬЫ реак и рованными производ- 
ствие нуклеозидов и нуклеотидов © Иа атид. 
ными карбоновых кислот (например, с 


26 Зак. 614 
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Л 
инь 


ридами и т. д.), активными альдегидами и другими 
с частичным положительным зарядом на атоме углерода (напри. 
мер, с диалкоксиаминометанами — ацеталями пиметилформамида) 
Электрофильными агентами, вступающими в реакцию по амино. 
группе нуклеозидов, могут служить также азотсодержащие соеди. 
нения, например соли диазония. Достаточно легко атакует амино. 
группу в нуклеозидах и катион нитрозония — активный компонент 
присутствующий в смеси нитрита и кислоты. Однако промежу. 
точно образующееся диазосоединение в этом случае (В отличие 
от ароматических аминов) не может стабилизоваться за счет по. 
дачи электронов от ядра, вследствие чего оно крайне легко раз. 
лагается и конечным результатом реакции, как и в случае али- 
фатических аминов, является дезаминирование исходного соедине. 
НИЯ. 

По своему химическому поведению аминогруппа в компонентах 
нуклеиновых кислот наиболее близка, по-видимому, 
ароматических аминов, содержащих сильные элек 


соединениями 


ствами — остатка фосфорной кислоты — создается возможность 
с олиго- и полинуклеоти- 
ий могут возникать три- 


1. М-Ацилирование 


Из трех основных нуклеозидов РНК, содержащих аминогруппы, 
легче всего вступает в реакции ацилирования цитидин. Специфи- 
ческое ацилирование аминогруппы в цитидине без затрагивания 
гидроксильных групп остатка рибозы и атома азота М№-3 может 
быть достигнуто при обработке нуклеозида ограниченным коли- 
чеством ацилирующего агента. ( 

Впервые избирательное М-ацилирование экзоциклической ами- 
ногруппы было осуществлено на примере цитидин-2”,3’-циклофос- 


В Компонента 
Камино» 
роноакцате 
илиНа, До 
1ТО Даже 
держат таке 
ть в редки 
пиридинови" 
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фата действием уксусного ангидри 
да в смеси диоксан — диметил- 
формамид в присутствии три-н-бутиламина \. а 


м 
© МНСОСН, 


ье % ие 
А Р. 
9 ОН [24 \н 


В дальнейшем оказалось, что селективное ацетилирование 
аминогрупп может быть проведено и при действии уксусного ан- 
гидрида в пиридине?. Был предложен целый ряд специфических 
ацилирующих агентов: тиоуксусная кислотаз и №-ацетокси-1,2- 
дигидрохинолинон-24 — для избирательного №-ацетилирования ци- 
тидина; М-бензоилимидазол 5, бензазидв и №-бензоилоксисукцин- 
имид”_ для М-бензоилирования цитидина. Однако наиболее удоб- 
ным и общим методом селективного М№-ацилирования цитидина и 
9/-дезоксицитидина по аминогруппе является недавно разработан- 
ный метод89, состоящий в постепенном добавлении ангидрида 
кислоты к кипящему спиртовому раствору нуклеозида, М-ацильные 
производные образуются при этом с выходом 80—90%. 

Расположение ацильной группы у экзоциклического атома азо- 
та подтверждается физико-химическими свойствами М№-ацетилци- 
тидина 10, й. ИК-Спектры и спектры ЯМР однозначно показывают 


отсутствие в продукте реакции свободной ее м м 
ТИЛЬНОЙ оциклическим заместителем, у 
а ный ДЛиННОвОлновый 


икла. - наблюдается характер 
м водных цитозина струк- 


з 
максимум в области 300 мм. В ряду произво : 
тура подтверждена и химическим методом !?: Ее 
ролизе 4-экзо-М-бензоилцитозина наряду с цитози 


был идентифицирован бензамид: 


МНСОСЬН, ое | 
в. \ МН к 
( 80%-ная СНЗСООН > и р | в сьН-СОМНЬ 
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При ацилировании цитидина в более жестких 
кают и другие реакции. Так, при взаимодействии Цитидина с с 
зоилхлоридом в пиридине!? при комнатной температуре мож, 
получить 4-экзо-№,2”,3’,5'-тетрабензоилцитидин |, а при 100°С 
пентаацилированное производное 11: 


условиях Проте 


— 


МВ; МНВ2 
а 2 ^ Но ов м О 
В2ОСН, © о вгосн, › \М% 
В20 ОВ2 В20 ОВ2 
и МНВ2 — 1 
№ 


НО ОН 
т 


реходит !? в тетрапроизводное Г; при 
мягкой щелочной обработке последнего удается получить !3 4-экз0- 
М-бензоилцитидин Ш. Бензоильная группа в соединении [Ш отщеп- 
ляется при более жесткой щелочной обработке. 

Такой подход — полное ацилирование нуклеозида и последую- 
щее избирательное О-деацилирование — 


: широко применяется в на- 
стоящее время для получения М-ацильных производных нуклеози- 


Х в синтезе олигонуклеотидов (см. 
гл. 1). Различие в скорости отщепления О- и М-ацильных групп 
в нуклеозидах увеличивается при переходе от ацетатов к бензо- 


— 
— 
> 
= 
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зоил)-2’-дезоксицитидин 1\, кото 
более высоким выходом 1, 


мнсо-@ осн, МВ2 МНВ2 


рый может быть получен с наи- 


“н р М 
к ® $ < т 
НОСНо о м о В2ОСН. О М НОСНЬ о мм 
НО ВОК но В 
У У У! 
а(В= В20) а(В= он) 
6(В=Н) 5(В=Н) 


Избирательное деацилирование полностью ацилированных про- 
изводных аденозина и гуанозина является единственно доступным 
методом получения М-ацильных производных этих нуклеозидов, так 
как при частичном ацилировании всегда образуются и О-ацильные 
производные. Исчерпывающее бензоилирование аденозина и 
9'дезоксиаденозина действием бензоилхлорида приводит соответст- 
венно к пента- \а !5, 16 или тетрабензоилпроизводному \Уб и; при об- 
работке этих соединений аммиаком получают 6-экзо-М№-бензоиладено- 
зин\УТа 17, 18 или 6-экзо-М-бензоил-2”-дезоксиаденозин\16 %. Струк- 
тура образующихся производных строго не доказана; она была 
принята по аналогии со структурой соответствующих производных 
цитидина. . 

Еще менее определенные данные имеются о структуре М-аци- 
лированных производных гуанозина. Считается, Что В в 
соединениях этого ряда — №,2',3’-триацетилгуанозине и №, ен 
трибензоилгуанозине? ацильная группа связана с амивотруИиС, 
при С-2, хотя данное предположение, по существу, не о. а 

Как и следовало ожидать, №-ацильные производные нуклеоз > 
дов заметно отличаются по своему химическому ПЕ 
обычных амидов кислот. Выше уже ОтиенатОс И не 
точно легко расщепляются В щелочной среде, пр действие ще- 
аммиака или метиламина намного к от произ- 
лочи. Легкость расщепления уменьшаен, Е абьна гуанозина; 
водных цитидина к производным Е ования удается до- 
в последнем случае количественного а И льных  производ- 
биться только в случае ацетильных, А жет происходить также 
ных. Расщепление М-ацильных связей мо 
о встречным син- 

* Структура 2-экзо-М-ацилгуанинов недавно была льными бединениями 
тезом 187 из продуктов конденсации гуанина сы = о. Безо--алкилгуанинов. 

(см. стр. 413) и последующим восстановление: 


| 
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? 
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аи нии мо нот 
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под действием гидроксиламина с образованием Соответству} и, 
гидроксамовых кислот, как это было показано на примере ам 
кислотных производных дезоксицитидина 71, р 

Аналогичная реакция происходит и при действии Гидра 
При этом удалось подобрать условия [0,5 М раствор Гидраз 
в смеси пиридин — уксусная кислота (4:1), 14 ц при 20° С] 
которых 4-экзо-М,3’, 5’-трибензоилдезоксицитидин и тетрабензо 
цезоксиаденозин гладко превращаются в 3,5'-ди-О-бензондде 
ксицитидин и 3’,5’-ди-О-бензоилдезоксиаденозин и ДЛЯ №-ацети; 
дезоксигуанозина М№-деацилирования в этих условиях не про 
ходит. 

При обработке экзо-М-ацильных ‘производных 
цитидина кислотой деацили 


0- 
‚ а из №-бензоил- 
В ряду прои 


реакция экзо-М-ацильных 
нуклеозидов — легкое расщепление в ни 


торое может происходить так и при 


же как и дезаминирование 


взаимодействия нуклеиновых 

ание было уделено получению 

изводных нуклеозидов. Как и 

одных, избирательной о 

только в случае цитидина? и 

ля этой цели может быть использовано 

а со смешанным ангидридом защишен- 
т й 
| 

МНСОСНМН? МНСОСНМН, 


А 
| =, 
№7 № Ао м7 № 


| | 
в В 


6 
взаимодействие нуклеозид 
ной аминокислоты: 


= С,Н5СН.ОСО— 
К — остаток рибозы 
В’ — алкильная или арильная группа 


НЫХ Произво 
‹ОЗИДНОЙ СВЯЗИ, 
ЛОтНоЙ, таки 


1 дезаминиров 
ся более замен 
ала кислоты. 1 
ме, аналогией 


кенаденозиий ® 
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на реакции №-кар- 
сутствии дицикло- 


роизводных аденозина и 9-(В-2- 
сь осуществить лишь с помощью 
окислот в довольно жестких усло- 


ся ацилированием незамещенных 
гидроксильных групп в остатке моносахарида. 6-экзо-М-Глициладе- 


нин был синтезирован взаимодействием аденина с п-нитрофенило- 
вым эфиром М-карбобензоксиглицина и последующем удалением 
защитных групп 2%, в водных растворах он крайне легко перегруп- 
пировывается в №М- (пуринил-6) -глицин (см. стр. 454). 
Экзоциклические аминогруппы в нуклеозидах могут подвер- 
гаться и фосфорилированию под действием фосфорилирующих 
агентов. Образующиеся при этом фосфоамиды не были охаракте- 
ризованы, а лишь обнаружены с помощью хроматографических 
методов. При фосфорилировании в стандартных условиях 2’,3/-О- 
защищенных производных рибонуклеозидов при действии 2-циан- 
этилфосфата и дициклогексилкарбодиимида 2? в случае цитидина 
М-фосфорилированные производные образуются с выходом 45%, 
В случае аденозина выход составляет 20% и в случае гуанозина 
10%. Возможность протекания такой реакции заставляет исполь- 
зовать при синтезе олигонуклеотидов защищенные по аминогруппе 
производные нуклеозидов и нуклеотидов. В отличие от обычных 
фосфоамидов продукты М-фосфорилирования нуклеозидов легко 
расщепляются при действии аммиака. : 
цилирование аминогруппы гетероциклического ядра может 
быть гладко осуществлено и для нуклеотидов. При этом первич- 
ным местом атаки ацилирующего агента является На фос- 
фатной группы. Образующийся смешанный ангидрид типа ге 
устойчив и легко расщепляется при обработке водным пиридином: 


1 | 
| 

и — ны 
| 


ОН ОН 
УП 
В — остаток нуклеозида 


леотидов и последующее рас- 
казалось наиболее удобным 
клеотидов. Такой путь был 
ряда дезоксирибонуклео- 


Исчерпывающее ацилирование нук 
Щепление О-ацильных производных © 
методом синтеза М-ацилированных ну 
использован для получения производных 
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зид-5’-фосфатов 23, 3 31, 138 и рибонуклеозид-3”- фосфатов 13, 19, 32 
логичный подход пригоден и для получения М№-ацилирова: 
бодинуклеозидфосфатов 33, 3. 

Избирательное ацилирование остатка цитидина удае 
вести и в полинуклеотидах. При обработке водного раствора 
полицитидиловой кислоты смесью уксусного ангидрида триб. 
тиламина получен полимер, содержащий 25—28% остатков 4-экзо. 
№-ацетилцитидина 3; он сохраняет высокий молекулярный Вес 
полностью гидролизуется панкреатической пиримидил-РНК-азой 
что указывает на отсутствие изомеризации межнуклеотидной свя. 
зи. Подобным же путем было проведено ацетилирование сополи: 
меров уридиловой и цитидиловой кислот 35. Действие тиоуксусной 
кислоты и трибутиламина на раствор цетавлоновой соли суммарной 
РНК в диметилформамиде дает полимер, в котором ацетилировано 
до 60% остатков цитидина !!; при этом не происходит ацетилиро- 
вания других гетероциклических оснований (кроме цитозина) или 
гидроксильных групп остатков рибозы. Специфического ацетили- 
рования остатков цитидина в транспортной и рибосомальной РНК 
удается добиться также при действии уксусного ангидрида в ди: 
метилформамиде 139. Такого рода химическая модификация РНК 
может быть, очевидно, использована для различных функциональ- 
ных исследований прежде всего для выяснения значения остатка 
4-экзо-М-ацетилцитидина в составе тРНК, редким компонентом 
которой он является (см. стр. 53). Подобные исследования, од- 
нако, пока не описаны. Показано, что ацилирование аминогруппы 
цитидина приводит к уменьшению способности поли-С и поли-(С,0) 
вызывать включение аминокислот в бесклеточной системе синтеза 
белка 35. 

Как уже. отмечалось, производные 4-экзо-М-ацетилцитидина спо- 
собны расщепляться панкреатической пиримидил-РНК-азой. На- 
против, олигонуклеотиды, содержащие №-ацилированные остатки 
гуанозина, не являются субстратами для гуанил-РНК-азы Т!”. 
В принципе ацетилирование РНК по остаткам гуанозина могло 
бы быть полезным при исследовании первичной структуры РНК. 


Однако методов для решения этой задачи в настоящее время не 
разработано. 


‚Ана. 
ТЫХ ри. 


ся Про. 


2. Взаимодействие с альдегидами 


Пониженная способность аминогруппы гетероциклических осно- 
ваний нуклеиновых кислот и их производных подвергаться электро- 
фильной атаке приводит к тому, что эти вещества могут вступать 
в реакцию только с наиболее активными карбонильными соедине- 
ниями. Уже в 1954 г. при изучении инактивации вируса табачной 
мозаики было обнаружено, что РНК этого вируса, а также г 
клеозиды и нуклеотиды, содержащие экзоциклические аминогруп- 


м 
ческого ацет 
сомальной р 
ангидрида вл 
дификация Р# 
их функдисних 
начения оста 
м КомПоНеии 
‚ледования ` 
в аминогрут 
7 ПОЛИ 
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нь а раю характерные изменения УФ-спектра при обра- 
отке растворами формальдегида. Ранее уже упоминалось (см. 


гл. 5) способность формальдегида оксиметилировать МН-группы 
гетероциклического ядра и в более жестких условиях ме 
в реакцию по С-5 пиримидиновых ядер. В данной главе ааа 
о взаимодействии формальдегида с экзоциклической аминогруппой 
тетероциклических оснований. 

Эта реакция быстро протекает 
в разбавленных водных раство- 
рах аденозина, цитидина, гуано- 
зина и их производных; она со- 
провождается изменением УФ- 
спектров (рис. 6.1) и понижением 
рН реакционной смеси. Продукты 
реакции неустойчивы и легко раз- 
лагаются при удалении избытка 
формальдегида; их не удалось 


дитическая плотность 


Рис. 6.1. УФ-Спектры дезоксинуклео- 
зид-5’-фосфатов до (а) и после их 
обработки формальдегидом (6) 33: 

1—кривая поглощения дезоксиаденозин -5”- 
фосфата; 2 — дезоксицитидин - 5’ - фосфата; 
3 — дезоксигуанозин - 5’ - фосфата; концентра- 
ция нуклеотидов в каждом случае 
2,88-10—5 М, концентрация формальдегида 
0,91М; 0,11М фосфатный буфер; РН 6,8. 


0 


эз3з > 


выделить в индивидуальном состоянии, и строение их ме 
не доказано. На основании ряда косвенных данных 35» можно 
заключить, однако, что при реакции нуклеозидов с формальдеги- 
дом в качестве первичных продуктов наиболее вероятно образова- 
ние М-метилольных производных типа УП: 


Е 
СН›О + В=МН» Е ®—мМНСН:оН сев: 
ы- ут 1х 
В—МН, — нуклеозид 


исключить из рассмотрения струк- 
Х хотя образование подобных со- 
. (разбавленные водные 


Нельзя, однако, однозначно 
туры типа оснований Шиффа 1 г 
единений в применяемых ты реакци 

астворы) кажется маловероятным- - 

: Из а компонентов РНК труднее о аетьь 
акцию с формальдегидом аденозин и его про их соответствующих 
носпособность цитидина и гуанозина, а да одные реагируют 
производных близка, хотя гуанозин И ма лВОтиЯ ВВ к дезокси- 
несколько быстрее. При переходе от рн ону 


х 


Е 


И 


т 
у 
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рибонуклеотидам реакционная способность произво; 
гуанозина резко уменьшается и становится близ й к 
ным дезоксиаденозина. 

Кинетика реакции нуклеотидов с формальдегидом Хорошо оду 
сывается уравнением реакции первого порядка, достигающей ав 
новесия “0; значения констант скоростей прямой (А) 


= 
А, мин 


6 9 
рн рн 


симость скорости реакции нуклеотидов с формальдегидом от 
РН *0; 


Рис. 6.2.. Зави 


1— реакция гуанозин-5’-фосфата; 2— дезоксигуанозин-5/-фосфата; 3 — аденозин-5’-фосфата; 
> дезоксиаденозин-5’-фосфата; °5— цитидин-5’-фосфата; 6— дезоксицитидин-5’-фосфата; 
1%-ный раствор формальдегида. 


(®_1) реакций, а также констант равновесия К приведены в 
табл. 6.1. Константа скорости псевдопервого порядка для прямой 
реакции линейно зависит от концентрации формальдегида. 


Таблица 6.1. Константы скорости прямой и об 
и константы равновесия взаимодействия 
нуклеозид-5’-фосфатов с формальдегидом 
Спектрофотометрический контроль реакции; 


концентрация нуклеотидов 5:10—% М; концентра" 
ция формальдегида 0,333 М (1%); 0,1 М фосфатный буфер; рН 7,05; 25°С 


ратной реакций 


21-102, ®—1-103, АЕ 
Нуклеотид | Жан мин! 1 
ие 
Аденозин-5’-фосфат.... а 0,585 0,51 14 
Цитидин-5/-фосфат. 111 3,04 1,83 16,6 
Гуанозин-5’-фосфат*'‘ и Е 3,50 6,60 5,3 
езоксиаденозин-5’-фосфат....: 1,20 1,06 11,3 
Дезоксицитидин-5/-фосфат На 4,20 2,71 15,5 
Дезоксигуанозин-5’-фосфат ‘''° 1,30 0,29 45,0 


Е еЕЫВЫНИ 
а- 
* По данным39, полученным в близких условиях, реакционная способность дезоксигу. 


иН- 
нозин-5/-фосфата заметно выше: отношение констант скоростей для реакций девоксицитид 
5/-фосфата, дезоксигуанозин-5/-фосфата и дезоксиаденозин-5/-фосфата составляет 5:2 


Скорость реакции нуклеотидов с формальдегидом Е 
сит от рН® (рис. 6.2): она быстро увеличивается при РН в , 


$ 


‚ формальдегядои с 


} — аденозин-5'фохфи 
КСицитядин--фосфие 


К приведен ' 
дка для при" 


к, 
= 
ыы 
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что указывает на существ 
аа М я ование основного катализа. В реакцию 
всту ит ым образом непротонирова Е 
ставе нуклеоз рованные формы оснований 
в со м идов и нуклеотидов. В с 
я : лучае цитидина и дезо- 
ксицитидина показана, однако, возможность 

ан , участия в реакции и 
протонир х форм нуклеозидов 8, прич 
- О онибова ‚ причем константы равно- 
весия д. р рованных форм приблизительно в 10 ра 

м для нейтральных ф П ра ЕН 
че орм. при изменении температуры скорость 
реакции различных нуклеотидов с формальдегидом изменяется 
примерно одинаково. Для дезоксинуклеозид-5’-фосфатов значение 
энергии ии найдено равным приблизительно 
16,8 ккал/моль 39. Изменение ионной силы среды мало влияет на 
скорость реакции. 

При продолжительной обработке нуклеозидов и нуклеотидов 
формальдегидом протекает следующая стадия реакции конденса- 
ции с образованием бис-(нуклеозидил)-или соответственно бис- 
(нуклеотидил)-метиленовых производных а. Строение этих соеди- 
нений специально не доказывалось и по аналогии с первичной 
реакцией нуклеозидов с формальдегидом предполагается, что ме- 
тиленовое звено соединяет аминогруппы двух остатков нуклеози- 
дов с образованием соединений типа Х: 

ВМН, + ВМН-СН.ОН —> В МН—СН.—МН—В 
МИ х 
В— МН, — нуклеозид или нуклеотид 


Подобные бис-метиленовые производные устойчивы и могут 
быть выделены из реакционной смеси. Впервые их образование 
было показано на примере реакции формальдегида с аденозином “; 
в дальнейшем аналогичные соединения были получены исходя из 
аденозин-2' (3) -фосфата “8 и гуанозин-2' (3’) -фосфата. При взаи- 
модействии формальдегида со смесью аденозин-2’(3’) -фосфата и 


ное произ- 
гуанозин-2/ (3) -фосфата удалось получить несимметрич 
х В у зина и гуанозина “3. Все 


водное типа Х, содержащее остатки адено 
ь ОИ те производные были выделены 


эти бис-(нуклеотидил) -метиленовь ы 

также из продуктов щелочного тидролиза РНК, обработанной 

формальдегидом 43, “4. 
Рассматриваемая реакция протекает ое О ьН 

Н -метилольных произв 

ению с образованием №-м тая в оптимальных усло- 


метиленовых производных невелик, дости ео 
виях 7—10% Е Кривая, выражающая зависимость выхода бис-ме 


тиленовых производных от концентрации ый 
характерный колоколообразный вид“ с ма а в 
0,1 М, что подтверждает необходимость ДлЯ ==. м О 
нуклеозида и М№-метилольного производного и он В). 
РН для этой реакции находится в слабокисл р } 


ня типа Х из аденозина его выч 
ы ого получения соединен ‚а; 
Бе торой о дегида в течение 393 (1) дней“. 


держивали с раствором формал 


я 
* 
{ 
# 
3 
и 
* 
га 
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Как видно из изложенного, взаимодействие фо 
нуклеозидами и нуклеотидами протекает в чрез 


Рмальдегила 6 


вычайн 
условиях и эта реакция может быть легко перене 


есена на ты 
нуклеотиды. 


Скорость реакции формальдегида с полинуклеоти 
шой степени зависит от вторичной структуры полим 
очень сильно замедляется или практически не протек 
почечными комплексами  полинуклеотидов, 
водородными связями . Поэтому обработка фо 
роко используется в исследованиях вторичной структуры полн. 
нуклеотидов (см. гл. 4). Эта реакция была применена для изуче. 
олицитидиловой 
кислот, а также для определения размеров и стабильности ДВух- 
спиральных участков РНК 3. 53 (см. также 14, р Денатуриро- 
ванная ДНК быстро реагирует с формальдегидом, причем продукт 
реакции теряет способность к ренатурации 3%, 40, &. Нативная ДНК, 
напротив, реагирует с формальдегидом крайне медленно 5; ана. 
что реакция начинается на «де- 
структуры %® и концентрацию 


Ддами в бод | 
ера: реакцу 
ает с двухць. 
стабилизованныму 
Рмальдегидом пу. 


э? 


апротив, для исследования первичной структуры нуклеиновых 
кислот модификация формальдегидом не может иметь большого 
первичных продуктов реакции и 
устойчивых продуктов типа Х* 
этом отношении имеет взаимо- 
ми, содержащими дополнитель“ 
ные функциональные группы, взаимодействие которых с гетеро- 
циклическим ядром может приводить к стабилизации продукта 
реакции. Примером использования такого подхода при разработ 
ке специфических реагентов для химической модификации нуклеи- 
новых кислот может служить исследование взаимодействия компо’ 
нентов нуклеиновых кислот с а-окисью акролеина Х1®. Этот ре 
гент способен гладко реагировать при рН 10,0 с гуанозином Ы 
дезоксигуанозином **, в то время как другие обычные нуклеозид 
Е. 


оДНЫХ 

* Тем не менее образование бис-(нуклеотидил) -метиленовых Ространстве 

можно использовать для ковалентного связывания сближенных в пр 

участков цепи тРНК 140, ля обоих 
* С 1 экв альдегида Х! реакция в этих условиях ам и она 

нуклеозидов за 30 мин при комнатной температуре; в нейтрально! 

идет значительно медленнее, 
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в. а реакцию. Во взаимодействии участвуют экзоцикли- 
ческая группа гуанина и атом азота №-1: в итоге образуется 
трициклический продукт ХИ: 3 разу 


[© ет 


| => 
В гь. 
( | С мет ое и - \ о. Е 
С м7 \мн, “/“ + 32 
| | 


а Н 
Е! - хи 


и), Де 9 3 В — остаток рибозы или дезоксирибозы 
ты Нат и В’=СН.ОН, В”=Н или В=Н; В”=СН.ОН 
+ ричем Про 
. Нативная ДК 
медленно, зв 


Необходимость для реакции незамещенных экзоциклической 
.аминогруппы и атома №-! подтверждается тем, что 2-экзо-М-диме- 
начинается ва тилгуанин и 1-М№-метилгуанин не способны вступать в эту реакцию; 
в кнщенри напротив, 8-бромгуанозин и 7-(В-оксиэтил)-гуанин дают продукты 

то аналогичного типа. Спектр ЯМР продуктов реакции согласуется 
денатурацю ^^ со структурой ХИ. 
мальдегида 0 Подобным же путем протекает и взаимодействие гуанозина с 


одификащя и”  о-дикарбонильными соединениями 1,6 Эта реакция впервые обна- 
й РНК. При этом была 


ДЛЯ некото» ружена при изучении инактивации вирусно Е 
‚ изучения ый найдена довольно хорошая корреляция меду Пир. 
одирующе! ® активностью ряда о-кетоальдегидов И их спосо Воть ВСЕ 
«системе. во взаимодействие с гуанозином. Наиболее подробно изуч 
ой С клейнов' реакция гуанозина с тлиоксалем $28 и 3-этоксибутанон-2-алем- 


у больш" (кетоксалем) 8%, 86. 
т О ЭН 


Ме ии 
: О м х у | 
в Чи ми №3 т 
Га ве =- 


о И’ 
ре О др И +ено—сно — < > 
с км 


Уй С’ ых # $ 

р ^^ | 
я 2 
т Ш В ы. хит .: 
ой Пий Ни В остаток рибозы 
ИИ ию способен всту- 

р о его произволиых п Пожность этому 2-экз0- 
ии, у и пать 2-экзо- метла тд Нин и 1-№-метилгуанозин ® 

ии МОХ: диметилгуанин 6 ееы азывает на существен- 
10 сей Я не взаимодействуют © рлоксалем, те мы а 
тб Я группировки —“"^хции с глиоксалем как три 
0” ИМ, реакции. Структура продукта Р®аме ‹дается данными ЯМР®, 
ПР Я циклического соединения ХИТ ПОЛ р 

И вх И 
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МЕСТИТЕЛЕл 


Продукт, образующийся из 3-этоксибутанон-2-аля-1, Имеет 
по-видимому, аналогичное строение. , 
Недавно было показано, что при окислении периодатом продук 
та реакции гуанина с кетоксалем образуется 2-Эк30-М-(а- этокс, 
пропионил) -гуанин 137; это доказывает положение алкильного рад 
кала в продукте реакции. Аналогичное строение имеет продукт 
реакции гуанина с пировиноградным альдегидом 137, , 

Количественная модификация гуанозин-5’-фосфата достига. 
ется при действии 0,036 М (1%-ного) раствора глиоксаля в 
чение приблизительно | ч при 70°С и РН 6,8 (по более НОВЫМ 
данным '37, 4, реакция идет быстрее при РН 7,0—8,5). Сообщало 
об успешном проведении реакции при РН 4. По данным яПоНск 
исследователей ®, которые контролировали прохождение реакции 
только спектрофотометрически, оптимум РН находится в щелоч- 
ной области (рН 8,3—9,8) и реакция заканчивается за 2 ч (при 
комнатной температуре с 0,004 М раствором глиоксаля) *. 

Продукт, образующийся при реакции гуанозина с глиоксалем 
устойчив в кислой среде; в щелочной среде он довольно быстро 
разлагается с регенерацией гуанозина (время полупревращения 
при РН 10 и комнатной температуре составляет около 24 4%), 
При действии азотистой кислоты происходит расщепление продук- 
та ХИП с образованием ксантозина 682; окисление периодатом про- 
дукта, полученного модификацией гуанина (ХИП В =Н, дает 
2-экзо-М№-формилгуанин ®, 197, 

Под действием глиоксаля и З-этоксибутанон-2-аля-1 легко мо- 
жет быть проведена модификация остатка гуанозина, входящего 
В состав олиго- или полинуклеотида. Оказалось, что продукт, по- 
лученный из динуклеозидмонофосфата СрС, не расщепляется под 
действием гуанил-РНК-азы Т, 68; в связи с этим модификацию 
глиоксалем удалось использовать для специфического химико- 
ферментативного расщепления тРНК 63, &. Из четырех компонентов 
РНК, производные которых могут служить субстратами для гуа- 
нил-РНК-азы Т,, гуанозин и 2-экзо-М-метилгуанозин модифици- 
руются глиоксалем с образованием продуктов, не способных всту- 


=> 


* Возможно, что в данном случае изменение УФ-спектра связано не с об- 
разованием трициклических продуктов типа ХШ, а с образованием неустойчи- 
вых продуктов, аналогичных продуктам реакции с формальдегидом (типа УПИ. 
Эти же авторы наблюдали характерные изменения УФ-спектра при инкубации 
фосфатов аденозина, цитидина и уридина с 0,145 М раствором глиоксаля. те 
одной из работ, в которых протекание реакции контролировалось оиектрового. 
метрически после разбавления реакционной смеси или с помощью хроматотра. 
фических методов, никаких доказательств прохождения реакции с этими нуклес- 
тидами и соответствующими нуклеозидами получить не удалось 51 54. АЯ 
С тем при окислении смеси аденина и глиоксаля действием периодата я, т 
тельно контролируемых условиях был выделен б-экзо-М-формиладенин ее 
свидетельствует о взаимодействии глиоксаля с аминогруппой аденина с 
зованием неустойчивых продуктов. 
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пать в ферментативную реакцию, 2-экзо-М,М-диметилгуанозин и 
инозин при действии глиоксаля не изменяются. Об 


работка т"РНК 
в условиях, оптимальных для модификации мононуклеотидов*, 
дает полностью модифицированный полимер, который расщеп- 
ее ферментом в значительно меньшей степени, чем исходная 
т . 


Расщепление аналогичным путем индивидуальной валиновой 
тРНК из дрожжей приводит к образованию в основном крупных 
фрагментов. 

При действии на тРНК из дрожжей в 3-этоксибутанон-2-аля-1 
удалось подобрать условия, в которых модификации подвергаются 
только 15—20% остатков гуанозина — по-видимому, остатки, на- 
ходящиеся в односпиральных участках полимера. После расщеп- 
ления модифицированного продукта действием панкреатической 
пиримидил-РНК-азы можно идентифицировать олигонуклеотиды, 
соответствующие этим участкам полинуклеотидной цепи, и полу- 
чить таким образом сведения о вторичной структуре полимера **. 
Модификация глиоксалем и этоксибутаноналем была использована 
также для функциональных исследований тРНК 66 и ДНК °8°. 

Взаимодействие гуанозина и его производных с нингидрином 
ХГУ? во многом аналогично рассмотренным выше реакциям. 
Реакция приводит к пентациклическому продукту ХУ\Уа или Хуб: 


и но? 
ь М 
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В— остаток рибозы 


й 70°С из 
* При продолжительном взаимодействии ТРНК с а о те 
остатков гуанозина происходит образование не проду! , 


64. 
ства ого строения“. тРНК из 
ыНеавно списана ы частичная модификация фенилаланиновой к 


тся только два 
дрожжей З-этоксибутанон-2-алем-!, при которой затрагиваю >. 
осталка гуанозина в молекуле ^^. 
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Продукт реакции заметно менее устойчив в нейтра 
лочной средах, чем соединение Х1Ш, образующееся 

с глиоксалем. При реакции нингид 


ика Рбонильных 
Роизводнымит 


В-остаток рибозы или рибозофосфата 


В качестве второго центра, подвергающегося электрофильной 
атаке (помимо МНь-группы), при этом выступает С-5 пиримиди- 
нового ядра, в результате чего образуется новая углерод-углерод- 
ная связь. Структура продукта реакции ХУ1 согласуется с дан- 
ными УФ-, ИК: и ЯМР 


3. Взаимодействие с азотистой кислотой 


Как уже отмечалось выше, при реакции с азотистой кислотой 
содержащие аминогруппу пурины и пиримидины (и их производ- 
ные), подобно аминопиридинам и алифатическим аминам, не дают 
устойчивых солей диазония. Промежуточно образующиеся диазо- 
соединения легко распадаются, так что конечными продуктами 
реакции являются дезаминированные соединения. Например, при 
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реакции с азотистой кислотой 2 С 
-) аденозина, гуанозина и цитиди 
я Н 
образуются соответственно инозин, па уридин: ь ее 
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В — остаток рибозы 


Для пуриновых и пиримидиновых оснований такое протекание 
реакции с азотистой кислотой было доказано еще-в прошлом ве 
ке 71-73. возможность проведения аналогичных реакций с нуклеози- 
дами была продемонстрирована в 1910 г.” а с нуклеотидами — 
в 1932 г.?. Однако детальное исследование кинетики реакции 
с азотистой кислотой удалось провести лишь недавно "6, так как 
это было связано с техническими трудностями, вызываемыми по- 
стоянным изменением состава реакционной смеси (окислением 
нитрита, изменением РН ит. д.). Для получения воспроизводимых 
кинетических данных необходимо постоянно добавлять нитрит и 
кислоту или применять достаточно концентрированные буферные 
растворы. Скорость реакции удобно контролировать спектрофото- 
метрически, поскольку продукты реакции заметно отличаются по 
своим УФ-спектрам от исходных соединений. Удовлетворительные 
результаты были получены также с помощью ионообменной хро- 
матографии; применение для этой цели хроматографии на бумаге 
менее надежно. : 

Обычные условия реакпии — обработка нуклеозида или нуклео- 
тида нитритом натрия В уксусной кислоте или в ацетатных 
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—_—_е 


буферных растворах *. Реакция протекает достаточно 
скорость возрастает в ряду 


цитидин < аденозин < гуанозин 
как об этом можно судить по значениям константы скорости реак. 
ции (табл. 6.2). 


Таблица 6.2. Константы скорости псевдопервого порядка. 
при взаимодействии нуклеозидов с азотистой кислотой? 


Концентрация аденозина и цитидина 0,029 М, гуанозина 0,014 
рия 0,57 М; 3,7 М ацетатный буфер; 37,5°С 


и о: 


М, концентрация нитрита нат. 


2.102, мин! 
Нуклеозид 


при рН 3,75 | при РН 414,5 | при РН 5,0 


Гуанозин ча 8 0,37 
ета 3 0,16 
Цитидин 2 0,4. 0,062 


Скорость дезаминирования быстро увеличивается п 
нии рН; удивительно, что протонированная фор 
вергается атаке электрофильного реагента быстрее, чем нейтраль- 
ная форма. В самом деле, при рН 5,0 отношение скоростей реак- 

идина (оба нуклеозида находятся при этом 

форме) составляет 6,0, а при РН 

образом в нейтральной форме, цити- 

ДИН — В протонированной) составляет уже 3,6. При понижении 

температуры реакции различие в скорости дезаминирования раз- 
ных нуклеозидов несколько увеличивается. 


ри пониже- 
ма нуклеозида под- 


При дезаминировани 


чествах аналогичное со -нитрогипоксантин и в очень 


ХУ. Соединение ХУШ м0о- 


НоСн; © 


м №Н\о 
НО ОН Н 


УИ ХУ! 
—__ 


г. -5/-фосфата 
* Для препаративного получения инозин-5’-фосфата из аденозин-5”-фос4 
использовался амилнитрит в 50%-ной уксусной кислоте 146, 


”ТСя при пони 
| нуклеознда 10: 
ве, чем нейтр 
‚ скоростей рее 
дятся при 9 
ет 6,0, апр! 
И форме 
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жет быть получено 76 с 5ф-ным выходом из ксантозина при обра- 
ботке его нитритом натрия в уксусной кислоте в жестких условиях 
(90° С, 3 дня). 

Действие азотистой кислоты на метилированные рибонуклео- 
зиды — редкие компоненты РНК — не изучено, однако при реак- 
ции с б-экзо-М-метиладенином и 2-экзо-М-этилгуанином удается по- 
лучить соответствующие М-нитрозо-М-алкилпроизводные 17. 

При действии азотистой кислоты на дезоксинуклеозиды суще- 
ственной побочной реакцией является расщепление №-гликозидной 
связи в продуктах дезаминирования, особенно в случае дезокси- 
ксантозина, получающегося из дезоксигуанозина. Так, при рН 3,35 
и 37° С дозоксиксантозин за 2 ч расщепляется до ксантина на 56%, 
в то время как дезоксиинозин, образующийся из дезоксиаденозина, 
дает за 24 ч 54% гипоксантина 78. 

Дезаминированию под действием азотистой кислоты могут быть 
подвергнуты и остатки нуклеозидов в составе полинуклеотидов. 
Подобраны условия, в которых достигается полное дезаминирова- 
ние ДНК *5 7; при этом, однако, в значительной степени происхо- 
дит расщепление М-гликозидных связей пуриновых дезоксинуклео- 
тидных звеньев. Отмечена и другая побочная реакция при 
обработке ДНК азотистой кислотой: получены доказательства обра- 
зования небольшого количества ковалентных связей между компле- 
ментарными полинуклеотидными цепями, входящими в состав 
двухцепочечного комплекса ДНК 082. Природа этой реакции не 
выяснена; возможно, что она состоит в алкилировании остатка 
нуклеозида (сближенного пространственно с нуклеозидом, кото- 
рый претерпевает дезаминирование) под действием промежуточно 
образующегося диазосоединения (ср. алкилирование диазомета- 
ном — стр. 359). Полного дезаминирования РНК удается добиться 
при действии нитрита натрия в ледяной уксусной кислоте 83; 
при этом происходит заметная деградация полимера за счет рас- 
щепления фосфодиэфирных связей. В более мягких условиях об- 
работки, когда побочные реакции сводятся к минимуму, протекает 
лишь частично дезаминирование ДНК и РНК. При этом происхо- 
дит некоторое изменение относительной реакционной способности 
оснований, входящих в состав полимера, по сравнению со свобод- 
ными нуклеотидами (табл. 6.3). 

Модификация полинуклеотидов азотистой кислотой может быть 
применена для изучения первичной структуры полимеров, их мак- 
роструктуры и при функциональных исследованиях. 

После исчерпывающего дезаминирования `ДНК образующиеся 
на месте цитозиновых звеньев остатки урацила могут быть рас- 
щеплены под действием гидроксиламина (см. стр. 472) 78. В даль- 
нейшем возможно расщепление образующегося полимера по типу 
В-элиминации (см. гл. 10) и по тем участкам, где раньше находились 
остатки дезоксицитидина. Ценность этого метода для расщеп- 
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ления ДНК, однако, 
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довольно сомнительна, 
реакция расщепления М-гликозидной связи в остатках 


ксантозина должна приводить также к расщеп 
исходных остатков дезоксигуанозина. 


при взаимодействии полинуклеотидов с азотистой кислотой 


Полинуклеотид 


Рибонуклеозиды 
ТРНК из Е. сой 


РНК, выделенная из ви- 
руса табачной мозаи- 
ки 

РНК в составе вируса 
табачной мозаики 


ДНК тимуса теленка, 
нативная 


так 


как 


побочная 


Дезокс 2 
лению по мет 


Стау 
Таблица 6.3. Относительная скорость дезаминирования оснований 
о 
Отношение констант 
скоростей реакции 
или выходов 
Условия реакции с ааа ыы. 
гуанин аденин 
цитозин | цитозин” 
0,57 М МаМо,; 31 М 6,5 2,2 76 
ацетатный буфер (рН 
4,5); 21,5°С 
10 М МамО,; 0,25 М 2,1 14 84 
ацетатный буфер (рН 
4,3); 21°С 
То же 2,1 1,3 85 
1,0 М МаМО,; 1 М аце- 0,01 0,53 86 
т буфер (рН 4,2); 
21°С 
ТМ МаМО,; 0,25 М аце- 2,2 0,44 8 
татный буфер (рН 4,2); 
20°С 
То же 1,3 0,63 87 


Та же ДНК, денатури- 
рованная 


Данный метод, 


вероятно, может оказаться полезным для ана- 


лиза распределения остатков тимидина и дезоксицитидина в поли- 
пиримидиновых олигодезоксинуклеотидах. Применение дезамини- 
рования РНК для анализа последовательности нуклеотидных 


звеньев основано 


на том, что производные ксантозина являются 


значительно худшими субстратами для гуанил-РНК-азы Ти, чем 
производные инозина. Вследствие этого Удалось подобрать усло- 
Вия, в которых дезаминированная РНК может быть специфически 


расщеплена под 
по тем участкам 


были остатки аденозина. 


Некоторые выводы 
быть сделаны на основ 
нуклеотидных звеньев 
мер, ббльшая скорость 


действием фермента по остаткам инозина 83, Т. ©. 
полинуклеотидной цепи, где в исходном полимере 


о макроструктуре полинуклеотидов ен 
ании сравнения скоростей дезаминировани 


в различных полинуклеотидах. Так, напри- 


дезаминирования ДНК внутри фаговой ча- 


14 # 
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стицы фага $р по сравнению со свободной двухцепочечной ДНК, 
полученной из этого же источника, позволила сделать‘ вывод 
об особой макроструктуре ДНК в комплексе с белком фаговой 
оболочки 88. При этой конформации аминогруппы гетероцикличе- 
о. более доступны, чем в двухцепочечном комплексе 

Другой подход к использованию модификации азотистой кис- 
лотой для исследования макроструктуры полинуклеотидов состоит 
в частичном дезаминировании полинуклеотида в мягких условиях 
и идентификации участков полинуклеотидной цепи, подвергшихся 
реакции. Этот подход был успешно применен, например, к алани- 
новой тРНК из дрожжей 89. 

Изучалось также влияние частичного дезаминирования поли- 
нуклеотидов на способность тРНК вступать в биохимические реак- 
ции % ®, а также на способность синтетических полинуклеотидов 
служить матрицей для ДНК-полимеразы " или функционировать 
в бесклеточной системе биосинтеза белка. Азотистая кислота 
является эффективным мутагеном. По современным представле- 
ниям (обзор — см.?), этот мутагенный эффект связан с дезами- 
нированием остатков аденина и цитозина, так как продукты таких 
реакций — гипоксантин и урацил — способны образовывать ком- 
плементарные пары с цитозином и аденином. Дезаминирование же 
остатка гуанина приводит в основном к инактивации генетического 
материала. 


4. Прочие реакции замещения по аминогруппе 


Помимо упомянутых выше реакций аминогруппа гетероцикли- 
ческих оснований (и их производных) может подвергаться атаке 
и некоторыми другими электрофильными реагентами. Важное зна- 
чение для получения защищенных производных, используемых при 
синтезе олигонуклеотидов, имеет взаимодействие аденозина, цити- 
дина, гуанозина и соответствующих  дезоксирибонуклеозидов 
с бис-(алкокси)-диметиламинометанами (ацеталями диметилформ- 
амида) 9-9, приводящая к №/М-диметиламинометилиденовым про- 
изводным ХХ: 


В—МН, + (С.Н О), СНМ(СН.), — В—М=СНМ(СН:), + ЭС.Н5ОН 
их 


В—МН, — нуклеозид 


Реакция гладко протекает при комнатной температуре в диме- 
тилформамиде или диметилсульфоксиде; отсутствие аминогруппы 
в продукте реакции подтверждается данными ИК-спектров. Обра- 
зующиеся М№/М-диметиламинометилиденнуклеозиды устойчивы в 
обычных условиях синтеза олигонуклеотидов; их расщепление 
с регенерацией исходного нуклеозида происходит при кипячении 


ГЛ. 6. РЕАКЦИИ ЭКЗОЦИКЛИЧЕСКИХ ЗАМЕСТИТЬ 
ЛЕЙ 


в спирте или при обработке разбавленным аммиаком *. м 
легко может быть проведена и с олигонуклеотидами , 98. я 

В тех случаях, когда в реакцию вводится рибонуклеози › проис 
ходит также образование О-диметиламинометилиденовых произво. 
ных (например, ХХ). Эти соединения, однако, очень легко : 
щепляются уже при добавлении воды, так что получение рибонук. 
леозидов, защищенных только по аминогруппе, не представляет 
трудностей. 


М 


| 
м/о 
| 
в 
хх 


В — остаток 2,3/-О-(диметиламинометилиден)-рибозы 


Другая побочная реакция, которая может протекать при дей- 
СТВИИ бис- (этокси) -диметиламинометана на олигонуклеотиды, — 
алкилирование остатков уридина®. Было найдено, однако, что 


дается при использовании бис- 


держащих аминогруппу, наряд 
изводных наблюдается М-три 


содержащими в фенильных заместителях одну или несколько 
п-метоксильных групп №, 17, 1. Такая реакция особенно характерна 
для производных гуанозина, где М -тритилирование идет быстрее, 


чем О-тритилирование “. М -Диметиламинометилиденнуклеозиды 
не вступают в эту реакцию ®. 


Виниловые эфиры, 
сильных групп остатка сахара в нуклеозидах и нуклеотидах — ди 


жестких условиях вступать в реакцию и по аминогруппе. Удалось, 
например, получить 6-экзо-М,2',5'-три- (тетрагидропиранил) -адено- 
зин-3’-фосфат 13, 5’-ацетил-2-экзо-М,9/-ди- (тетрагидропиранил) -гу ы 
нозин-3”-фосфат 10 и 6-экзо-№,2',5'-три- (а-этоксиэтил) -аденозин 
Е 
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* О кинетике гидролиза М-диметиламинометилиденнуклеозидов см. "*8, 
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вании би 
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3’-фосфат 199. Строение двух последних соединений доказано их не- 
способностью реагировать с ацеталями диметилформамида. №-Тет- 
рагидропиранильная группа в производном гуанозина может 
быть избирательно отщеплена мягким кислотным гидролизом без 
затрагивания О-тетрагидропиранильной группировки. 

При взаимодействии гуанозина с 2,4,6-тринитробензолсульфо- 
кислотой протекает гладкое арилирование с образованием 2-экзо- 
М-пикрилгуанозина !0': 


т 
р. о и Е Оз 
о 1 +но:з—@ Ум; — 
м \м7 мн о,м^ 


а 
в МО, 
В — остаток рибозы 


Реакция протекает в достаточно мягких условиях и может быть 
применена для специфической модификации остатка гуанозина в 
РНК; побочным процессом при этом является взаимодействие с 
концевой фосфомоноэфирной группировкой полинуклеотидной це- 
пи, которое можно использовать для метки концевого нуклеотид- 
ного остатка. 

Реакция с участием экзоциклической аминогруппы, по-Види- 
мому, является основной при обработке нуклеозидов и нуклеоти- 
дов солями диазония. Наиболее подробно изучено взаимодействие 
нуклеозидов с диазотированными сульфаниловой кислотой '°? и 
9-аминобензол-1,4-дисульфокислотой !03. В первом случае основным 
продуктом реакции является диазоаминосоединение ХХГ (макси- 
мум поглощения в области 370—440 ммк): 

в—мн,+*.—© 0505 —я> в-мн-м=м-© _У-805 
хх! 
В—МН. — нуклеозид или нуклеотид 


Реакция быстро протекает в слабощелочной среде. Например, 
в случае гуанозин-2’ (3”) -фосфата при РН 10 и 2°С превращение 
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заканчивается за 2 ч. За это же время аденозин-2”(: 
превращается на 30%, а цитидин-2’(3’) -фосфат — на 100, 
зависимости скорости реакции от рН имеет колоколообразн р 
(рис. 6.3), причем оптимум РН для реакции с производным И Ви 
зина (10,2) заметно отличается от оптимума рН для о 
аденозина и цитидина (10,7). Продукты реакцин неустойчие 


ОЕ 


О 5 


|5 


Ибменение оППиИЧеСКОЕ ПЛОТНОСТИ 30/8 
- 
А(л-моль“" сек“) 


9 
т А Юй 
рн рн 


т 6.3. Зависимость скорости реак- Рис. 6.4. Зависимость скорости реак- 

ци нуклеотидов с диазотированной ции дезоксинуклеозид-5’-фосфатов 

сульфаниловой кислотой от РН 102; с диазотированной 2-аминобензол-1,4- 

15 нЕ о фозфы (при  дисульфокислотой от рН !93: 

370 ммк): 3 — патидин фосфата и 1- реакция ь дезоксигуанозин-5’- фосфата; 

м концентрация реагента 0,05 моль/л; а ею 
фата; 22°С; ц =0,15. 


15 10 15 


в кислой среде; они быстро разлагаются уже при РН 3. Скорость 
разложения максимальна в случае производных аденозина, нанбо- 
лее устойчив продукт реакции с гуанозином. При взаимодействии 
диазотированной сульфаниловой кислоты с пуриновыми нуклео- 
тидами образуются и побочные продукты (по данным электро“ 
фореза на бумаге). Для аденозин-2” (3/) -фосфата степень протека” 
ния побочных реакций невелика; при реакции гуанозин-2”(3/)-фос- 
фата получено три вещества в соотношении 7:2: 1. Одно из НИХ 
может быть изомерным соединению ХХ! диазоаминосоединением 


ХХИ 


в—м= ы-мн-<© №30; 


‚ ХХИ 


так как при кислотном гидролизе образующейся смес 
. и : 
с гуанозин-2’(3/) -фосфатом образуется заметное количес 


и наряду 
тво ксан- 


ост рей 
фосфат 
ензол-1# 


И. ЗАМЕЩЕНИЕ ПО АТОМУ АЗОТА ЭКЗОЦИКЛИЧЕСКИХ АМИНОГРУПП 425 


и / 

тозин-2'(3’) -фосфата. Другой продукт образуется, по-видимому, в 
результате реакции замещения по С-8 ядра *. 

Взаимодействие диазотированной 2-аминобензол-1,4-дисульфо- 
к: ые м протекает, по-видимому, сходным 

г етика этой реакции аналогична рассмотренной 

выше для реакции с диазотированной сульфаниловой кислотой, 
хотя оптимум рН несколько сдвинут в более кислую область 
(рис. 6.4). Дезоксигуанозин-5’-фосфат при РН 9 (оптимальное зна- 
чение) реагирует с диазотированной 2-аминобензол-1,4-дисульфо- 
кислотой но крайней мере в 60 раз быстрее, чем остальные дез- 
оксинуклеотиды, 
р: Реакция с диазотированной сульфаниловой кислотой может 
быть успешно применена для модификации остатков гуанозина н 
аденозина в ДНК и РНК !©; остатки цитидина в полинуклеотидной 
цепи не затрагиваются. Можно провести реакцию таким образом, 
что остатки аденозина и гуанозина в РНК модифицируются пол- 
ностью (рН 10,7), или получить полную модификацию гуанозина 
при небольшой модификации аденозина (РН 10). Используя раз- 
личия в значении оптимума рН и различную устойчивость полу- 
ченных продуктов, можно ‹ добиться почти полной модификации 
остатков гуанозина при незначительной модификации других 
остатков нуклеозидов. 

Диазониевые соли, содержащие две или более сульфогрупп, 
представляют значительный интерес как реагенты для введения 
в молекулу полинуклеотидов специфических группировок, могущих 
быть использованными для определения последовательности моно- 
мерных звеньев в цепи (см. гл. 1). Сульфогруппы способны прочно 
связывать ионы Уранила, после чего их можно наблюдать на 
электронной микрофотографии '%*. Было исследовано применение 
для этой цели диазотированной 9-аминобензол-1,4-дисульфокисло- 
ты 109, 10, с помощью которой оказалось возможным добиться 
80%-ной модификации остатков гуанозина в ДНК при модифика- 
ции остальных нуклеозидных звеньев не более 5%. В случае РНК 
специфичность этой реакции заметно меньше: при 60%-ной модифи- 
кации остатков гуанозина степень реакции остатков прочих нуклео- 
зидов составляет около 10%. Однако даже при такой степени по- 
бочных реакций проблема локализации остатка гуанозина в поли- 
нуклеотидной цепи может быть решена '°. 


* Из продуктов реакции гуанозина и дезоксигуанозина с диазотированной 
щие при мягком кислотном 


сульфаниловой кислотой выделены соединения, даю от 
гидролизе 8- (п-бензолсульфонил) -гуанин И 8-(п-бензолсульфонил) -ксантин те 
** Первоначально предполагалось 103 что из дезоксигуанозин- -фосфата 
получается продукт азосочетания по С-8 — по аналогии с известной реакцией 
такого типа для простых пуринов 105, 108. Считалось также, что продукты, обра- 
зующиеся из дезоксицитидин-5’-фосфата, дезоксиаденозин-5 -фосфата и тими- 
‘дин-5’-фосфата, возникают в результате реакции по остатку сахара. 


«— 4 
о анала 
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о ТИтель 

Возможно, что взаимодействие с аминогруппами основании 
входящих в состав нуклеиновых кислот, лежит в основе канцеро, 
генного действия некоторых азокрасителей, например, п-Диметил. 
аминоазобензола, легко окисляющегося в организме с Образова. 
нием М-оксиметильных производных. Было высказано предполо. 
жение, что аналогичные соединения могут возникать (хотя бы 


в небольших количествах) и в смеси п-аминоазобензола с форм. 
альдегидом: а. 

ХУ Умн, + сню = © \ м -№—< \мнснион 
Было найдено, что при обработке РНК и ДНК смесью 
азобензола и формальдегида происходит интенсивная модифика. 
ция остатков цитозина, аденина и гуанина !!'. Подобные реакции 
проведены и на уровне нуклеозидов. Продукту реакции с дезокси- 
цитидином приписана структура ХХ У 
— № 

АЕ 
а 99 те 
и 
ом 


п-амино- 


хх ы 
В — остаток дезоксирибозы 


Ш. РЕАКЦИИ ЗАМЕЩЕНИЯ У ЭКЗОЦИКЛИЧЕСКИХ 
АТОМОВ КИСЛОРОДА И СЕРЫ 


Как указывалось в гл. 3, 
урацила, гуанина, гипоксанти 


и реагентами. Таких реакций, од- 
очтительным местом атаки электро- 
ычно один из атомов азота гетеро- 
циклического кольца. Редкие компоненты тРНК, содержащие серу 


`тиоуридина), по своей электронной 


жении с гетероцикличе 
чительно больший отр че- 
атаке электрофильных агентов, чем атомы азота ее 
ского ядра. С другой стороны, может происходить легкая НВ 
электронов соответствующему акцептору, т. е. окисление сер 
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1. О-Алкилирование и образование циклонуклеозидов 


Выше уже указывалось (см. стр. 359), что основным направ- 
лением алкилирования нуклеозидов под действием алкилирующих 
агентов типа диазометана является реакция по атомам азота ге- 
тероциклического ядра. В некоторых случаях, однако, в качестве 
побочных продуктов удается выделить и О-метильные производ- 
ные, возникающие за счет замещения у экзоциклического атома 
кислорода. При метилировании уридина и тимидина такие про- 
дукты не обнаружены, но для некоторых производных этих соеди» 
нений, например для 1- (В-Р-арабинофуранозил) -5-фторурацила '*, 
они были выделены. При метилировании дезоксигуанозина диазо- 
метаном в эфире одним из продуктов реакции является 2-амино- 
6-метокси-9- (В-О-2’-дезоксирибофуранозил) -пурин ''3. Из продуктов 
метилирования 2',3’,5'-три-О-ацетилинозина № или инозина 5 был 
выделен б-метокси-9-(В-Р-рибофуранозил)-пурин; выход его до- 
стигает 204. О-Метилирование по экзоциклической карбонильной 
группе урацила и по гидроксильным группам остатка сахара от- 
мечалось также при обработке тритилированных уридинов иоди- 
стым метилом и окисью серебра ''5. 

В тех случаях, когда алкилирование по экзоциклическому 
атому кислорода является единственно возможным (по стериче- 
ским соображениям) направлением реакции, такое превращение 
протекает быстро и с высоким выходом. Подобная ситуация на- 
блюдается при образовании циклонуклеозидов в результате внут- 

х римолекулярного алкилирования экзоциклического кислорода при 
С-2 пиримидинового кольца под действием алкилирующей группы, 
соединенной с остатком пентозы. Были получены 2-экзо-О,2”-, 


е ОМ 
‘омерной рии 9-экзо-О,3”- и 2-экзо-О,5’-циклонуклеозиды производных уридина, 
иЧНЫХ 0 ой тимидина, цитидина и их аналогов (обзоры — см. (7, (8). Для по- 
том о лучения этих циклонуклеозидов используют обработку соответ- 
ма едовате”,, ствующих мезилатов или тозилатов основаниями или действие 
И, ти торе солей серебра на галогенпроизводные. 
8 0 
ряд кии и, 
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Циклонуклеозиды широко применяются для синтеза аналогов 
нуклеозидов с модифицированным гетероциклическим ядром и 
остатком моносахарида 17—19. 


2. $-Алкилирование производных тиопиримидинов 


При действии алкилирующих агентов на тиопиримидиновые 
нуклеозиды замещение у атома серы является основным направ- 
лением реакции. 

Действие диазометана на 5’-О-ацетил-2’,3’-О-изопропилиден- 
4-тиоуридин ХХПУ приводит к смеси продуктов $-метилирования 
ХХУ и М№-метилирования ХХУТ в соотношении 3: 1 120, 


СН: 5 
СНз 
в о В 
АСОСН» 9 мо АСОСН» о М {о АСОСНЬ < м о 
СН. № 
+ 
О О. @ 

: Ай / 
С(снз). С(СНз)› С(СН:)› 

хху ХХУ ХХУ!1 


При метилировании 4-тиоуридина и его производных иодистым 
метилом в присутствии щелочи $-метильное производное является 
единственным продуктом реакции '?' 122. Аналогичная реакция хо- 
рошо известна и для производных 6-меркаптопуриннуклеозидов; 
в этом случае удалось даже провести избирательное $-метилиро- 
вание нуклеотидов без затрагивания фосфатной группы 123. 

Замещение у атома серы может происходить и под действием 
реагентов, содержащих поляризованную двойную связь; при этом 
образуются З-алкильные производные. Из реагентов такого рода 
лучше всего изучено действие акрилонитрила !24 и М-этилмалеин- 
имида !5, 

Как отмечалось выше (см. стр. 381), при взаимодействии акри- 
лонитрила с нуклеозидами и нуклеотидами происходит алкили- 
рование по атомам азота гетероциклического ядра, причем можно 
добиться специфической модификации остатков псевдоуридина и 
инозина в цепи тРНК. 4-Тиоуридин также гладко вступает в реак- 
цию с акрилонитрилом, образуя продукт $-алкилирования ХХУИ 


Ото 


А, 


$. 
а 


2119 


[22 


ая ре оз 


(2-тиоуридин в аналогичных условиях не реагирует): 
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: Зснсньсм 
ах /\ 
Ан м 
| АН чсн,-снсм — [ 
“к” №0 м7 №0 
| | 
К В 
ххХУП 


К — остаток рибозы 


Скорость реакции возрастает при увеличении РН (рис. 6.5); 


это позволяет считать, что в ре- 
акции участвует ионизированная 
форма 4-тиоуридина. При рН 9,0 
в | М растворе акрилонитрила 
при 30°С время полупревращения 
4-тиоуридина составляет около 
2,5 ч. Продукт реакции легко рас- 
щепляется в щелочной средес ре- 
генерацией исходного 4-тиоури- 
дина. 

В еще более мягких условиях 
протекает взаимодействие 4-тио- 
уридин-2' (3’)-фосфата с М-этил- 
малеинимидом 125; при РН 7,8 и 


37°С реакция в 0,003 М растворе 
реагента завершается за 3 ч. УФ- 
Спектры и данные электрофореза 
продукта реакции согласуются со 
структурой ХХУШП (2-тиоуридин и его фосфаты не вступают в по- 


добную реакцию). 


85 20 72 80 85 90 95 00 
рн 
Рис. 6.5. Зависимость скорости реак- 


ции 4-тиоуридина с акрилонитрилом 
от рН 1 


Во = Рнабл— № [А] 
где [А|-— концентрация акрилонитрила; 
#/— константа скорости щелочного гидро- 
лиза производного ХХУП (М раствор реа- 
тента; 30 °С). 


ХХУП 


В - остаток рибозофосфата 


ГЛ. 6. РЕАКЦИИ ЭКЗОЦИКЛИЧЕС; 


ких ЗАМЕСТИ, 
ЛЕЙ 


Условия данной реакции хорошо подходят ДЛЯ м модифи, 
полинуклеотида. Обработка ТРНК из разных Источников и 
активным М№-этилмалеинимидом показывает, что ра ак 
метка включается в полимер только в тех СЛУчаях, когда тру 
содержит остатки 4-тиоуридина, т. е. реакция высокоспецифии: 
Реакцию можно использовать для определения содержания О, 
ков 4-тиоуридина в тРНК 195.. При полной модификации Остатки, 
4-тиоуридина суммарная акцепторная активность ТРНК из Е 
понижается на 10—12%. 

Под действием этиленимина легко протекает $-а 
вание 4-тиоуридина 12: 


Со 


МИНОЭТИлиро. 


$ РОНЕСНЬМН, 


| 
/\ 
ть ен [ ы 
> А у \о 
в в 


В - остаток рибозы 


С помощью этой реакции, проводя ее при РН 8,0 и 25°С, можно 
осуществить специфическую модификацию ТРНК по остаткам 
-тиоуридина. ы 

Взаимодействие бромцианом. Обработка 4-тиоуридина бром- 


С 
цианом при рН 8,9 и комнатной температуре быстро приводит 
к производному ХХ[Х 127. 


Аналогично 
изводные 128, Х 
цию не иссле 
подобно 4-тиопроизводному. {@) 
в реакцию с бромцианом, и поэтом 
применен для специфической моди 
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3. Окисление производных тиопиримидинов 


Под действием разбавленного раствора иода в водном рас- 
творе т калия при РН, близком к нейтральному, 4-тиоури- 
дин ыстро превращается й 
т ты ревращ в соответствующий дисульфид 


$ 5—5 


ы те ны. © | № 
< Н5СНоСН2ОН | 
м \ о или Ма23203 ом“ АМ “о 
| 


В — остаток рибозы 


Обратное превращение можно осуществить при обработке ди- 
сульфида ХХХ 2-меркаптоэтанолом или тиосульфатом; восстанов- 
ление протекает быстро и количественно !?%, 131, В щелочной среде 
дисульфид ХХХ расщепляется с образованием 4-тиоуридина и 
сульфеновой кислоты ХХХ! 133, 149; этот процесс, по-видимому, 
аналогичен расщеплению дисульфида 6-меркаптопурина ХХХТ под 

х с действием щелочи в бескислородной среде до 6-меркаптопурина 
}и 25 °С, можю и пурин-6-сульфиновой кислоты ХХХИ #* 
` по остатка 
5 $ 5 же 


="  СПИЗСО-О0 


стро пр 
> им’ м/м. 
| | 
Н Н 
ххх 


Обработка тРНК из Е. сой, содержащих остатки тиопиримиди- 
нов, растворами иода в водном растворе К! 132, 135, 186 приводит 
к резкому уменьшению способности акцептировать аминокислоты 
и некоторому изменению кривой дисперсии оптического вращения. 
Из продуктов гидролиза окисленной суммарной ТРНК из Е. сой 
удалось выделить нуклеотид, являющийся производным дисуль- 
фида 4-тиоуридина ХХХ 132. При окислении очищенной тирозино- 
вой ТРНК из Е. сой, содержащей два остатка 4-тиоуридина, были 
доказательства внутримолекулярного образования ди- 


ххХИ 


С получены т Ни: 
| я Ро сульфида "”; однако акцепторная активность т К и ее конфор- 
НЫ : ря мация изменяются в этом случае лишь незначительно. На осно- 
„С В у’ я | вании сопоставления данных по изменению биологической актив- 
‚де и . 
не же 
| мо 


ности ТРНК при алкилировании М-этилмалеинимидом и Окислен, 
раствором иода в растворе КГ высказано предположение» (И! 
потеря акцепторной активности тТРНК, вызываемая действием рас. 
твора иода в КТ, происходит главным образом за счет образе 
ния дисульфидов из остатков 2-тиоцитидина и 5-метиламинометил. 
2-тиоуридина. Проводя окисление ТРНК иодом в присутствии 
бытка 2-меркаптоэтанола или цистеина, можно добиться образо. 
вания смешанных (второй компонент — не нуклеозидный остаток 
дисульфидов '. Обработанная таким образом суммарн 


тая тРНК 
из Б. сой почти полностью сохраняет свою биологическу 


Юю актив- 
НОСТЬ. 

При окислении 4-тиоуридина и его производных КМпО, в мяг. 
ких условиях образуется '5° уридин-4-сульфоновая кислота ХХХ!\, 
которая под действием различных нуклеофильных агентов легко 
претерпевает замещение при С-4. 


ИЗ- 


$—ОН $0.ОН 


В В 
ХХХИТ ХххУ 
К — остаток рибозы 


Аналогичные продукты были получены при окислении 2”,3”-0- 
изопропилиден-4-тиоуридина и 2’-дезокси-4-тиоуридина периода- 
том '°'. Периодатное окисление с последующей реакцией с '*С-мс- 
тиламином предложено использовать для локализации положения 
остатков 4-тиоуридина в ТРНК !52. Возможно; что обнаруженное 
недавно фотохимическое превращение 4-тиоуридина в уридин И 


цитидин (53 также протекает через образование производных сулЪ" 
фоновых кислот. 
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ГЛАВА 7 


РЕАКЦИИ РАСЩЕПЛЕНИЯ И ПЕРЕГРУППИРОВКИ 
ГЕТЕРОЦИКЛИЧЕСКИХ ЯДЕР ОСНОВАНИЙ 
НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ И ИХ ПРОИЗВОДНЫХ 


(О ры 1. ВВЕДЕНИЕ 
403 (1969 Под действием ряда реагентов гетероциклические ядра осно- 
2449 (199, ваний нуклеиновых кислот (и их производных) могут претерпе- 
Ат, Слет, би вать расщепление. В некоторых случаях такое раскрытие цикла 


является промежуточной стадией реакции, за которой следует за- 
мыкание его с участием иных, чем в первоначальном цикле, групп 


1968), атомов, что в итоге приводит к перегруппировкам. 
в По типам реагентов и участкам оснований нуклеиновых кис- 
1уз. Кез. Солт, лот, атакуемым этими реагентами, реакции расщепления циклов 


и перегруппировки могут быть разделены на несколько больших 
групп. Ряд реакций происходит под действием нуклеофильных 
реагентов (обычно сильных оснований), атакующих наиболее 
электрофильные атомы углерода в ядрах оснований: С-2 и С-8 
пуриновых и С-2 и С-4 — пиримидиновых производных. Другим 
типом превращений, характерным для пуриновых производных, 
является атака бифункциональными нуклеофильными реагентами 
(гидроксиламином, гидразином и его производными) атома С-4 
и двойной связи С-5—С-6 (с присоединением по С-6), что приво- 
дит к расщеплению пиримидинового цикла. Третьим важным ти- 
пом реакций, также специфичным для пиримидиновых производ- 
ных, является атака окислительными электрофильными реаген- 
тами двойной связи С-5-С-6 в пиримидиновых соединениях 
с последующим расщеплением цикла в этом месте. 


|. РЕАКЦИИ РАСЩЕПЛЕНИЯ И ПЕРЕГРУППИРОВКИ ЦИКЛОВ 
ПОД ДЕЙСТВИЕМ НУКЛЕОФИЛЬНЫХ АГЕНТОВ 


1. Расщепление имидазольного цикла 
Г пуриновых производных 


Расщепление имидазольного цикла в пуриновых нуклеозидах 
и нуклеотидах и в других 9-замещенных пуринах под действием 
оснований (обычно ОН-) происходит, вероятнее всего, за счет 
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1ЕСКИХ Я 


нуклеофильной атаки по С-8 пуринового ядра и приводит 
изводным 5,6-диаминопиримидина. 


К Про. 


в 
но м оснмн 
> х 
Я В м = 
м № `В’ м М `В 
в В 


- И Ш У 


Известно довольно значительное количество работ, в которых 
эти реакции исследовались на различных примерах !- 25. 

Строение конечного продукта реакции зависит от природы 
производного пурина и условий проведения реакции. Если реак- 
ция протекает в достаточно мягких условиях, то удается выделить 
первично образующийся 6-аминозамещенный пиримидин И. В 60- 
лее жестких условиях соединения типа П дают с отщеплением 
муравьиной кислоты 6-аминопиримидин Ш. Если расщеплению 
подвергаются пуриновые нуклеозиды (но не 9-алкилпурины), то 
в достаточно жестких условиях может также произойти отщепле- 
ние рибозильного остатка, и в этом случае конечным продуктом 
реакции оказывается 5,6-диаминопиримидин ГУ, 

Скорость расщепления имидазольного цикла в пуриновых про- 
изводных зависит от концентрации атакующих ионов гидрокси- 
ла! 3 (табл. 7.1). Такая зависимость дает основание считать, что 
атака ОН` по С-8 является стадией, определяющей скорость всего 
процесса. : 

Легкость расщепления имидазольного кольца в пуриновых НУ" 
клеозидах зависит от характера заместителей в ядре '0, влияющих 
на электрофильность атома С-8 (см. гл. 3). Производные пури” 
нов, содержащие заместители, ионизующиеся в щелочной среде, 
например оксогруппы при С-2 и С-6, такие, как гуанозин, дезокси- 
гуанозин, инозин, ксантозин и соответствующие основания, не ПРе- 
терпевают расщепления имидазольного цикла даже в весьма жест- 
ких условиях (1 н. КОН, 100°С)3 (см. табл. 7.1). Это объясняется, 
по-видимому, тем, чго в ионизованной форме такие группировки 
при С-2 и С-6 представляют собой сильные электронодонорные 


эзо = 43 - АА: 4 = ыы) 
= = р. 
535% ЗВаБЕзЕЕЕ ВИЙ 
ействием нуклеофильных 
Таблица 7.1 Расщепление имидазольного цикла в пуриновых нуклеозидах и нуклеотидах рег 
‘агентов в 
к 
мА А 
о 
"осн, ММ в"“осН» о Н\ м 
О. он- 
—> 
во К в"о К 
о м 
Темпе- Степень 
С к ратура| Время |превраще- | Литера- 
Исходное соединение У в в В К. Реагент Е реамцав, ния в УГ, тура 
р % 
°С 
Аденовян ага“. МН. [е) 51 Н Н 1 н. КОН 100 1 28,5 2, 3 = 
0,3 н. КОН 100 1 11,0 3 
0,1 н. КОН 100 1 0,0 3 
Дезоксиаденозин ....-- МН, Н Н Н 1 н. КОН 100 1 27,0 3 
он РО (ОН), 
Аденозин-2/(3')-фосфат МН» а ое Н 1 н. КОН 100 1 10,0 3 
2 
Дезоксиаденозин-5’-фосфат * . МН. Н Н РО (ОН), 1 н. КОН 100 й 9,5. 8 
9-(В-Р-Рибофуранозил)-пурин | Н он Н Н 0,2 н, МаоН | 24 2 100” 4 
6-Метил-9-(В-Р-рибофурано- 
зил)-пурин -.-..... СН. | ОН Н Н 0,2 н. МаОН 24 24 60 5 
А Адена аня, анОнк, дезоксигуанозин, гипоксантин, инозин, ксантин и ксантозин в аналогичных условиях обработки (1 н. КОН, м 


[1 
< 
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> мы ЯДЕр 
заместители, понижающие электрофильный характер 
С-8. 


70: 
У % 
2 О 5 
. > ро 
В В 


В-атом водорода или 
различные радикалы 


заместители в пиримидиновом 
СНз, хотя и не подавляют реак. 
цикла, но заметно снижают се 
замещенных пуриновых нуклеозидов лег- 

цикла падает с усилением элек. 
ля при С-6 +5, №, 9-В-Р-Рибофу- 
и его 6-метил-, 6-метилтио- и 6-хлор- 
яются при комнатной температуре под 
то время как б-аминопурины в этих 


наибольшей легкостью имидазольный цикл расщепляется в 
7-алкилгуанинах (табл. 7.2). Эти соединения раскрывают свой 
имидазольный цикл даже при РН, близких к нейтральному 7—°, что 
связано, по-видимому, с наличием в молекуле 7-алкилгуаниновых 
производных положительного заряда на атоме №-7, сильно повы- 
шающего электрофильность атома С-8 *. 


{е) 


7 
В и В-различные радикалы 


Е та 
ИМ Характер заместителя при №-7 в заметной степени влияет # 


о- 
легкость раскрытия имидазольного цикла; с усилением — 
ноакцепторных свойств заместителя расщепление облегча гуа- 
ак, в сравнимых условиях для различных 7-М-замещенных 
9 
* См. также 15, 1, 19. 


в щелочной среде прет. 
цикла (см. стр. 442). 


г ри №:-3, 
Производные пуринов, ацилированные по а 
ерпевают расщепление с раскрытием пирими/ 


гм 


Таблица 7.2. Расщепление имидазольного цикла в 7,9. 


1 
{%. 


м 


| 
В 


о 


р 
м мн, 


он7 


зе я мний. 
о эдАле дэ! 
0 
тает 

т 
‘нииииЧии 


-4015-) и -0И. 
ви наинареи: 
Зе ЧОТИЕОЭыУ 


Фоуна--9-6 
Э ЖиНО 
ВЕ зон 


в’ 


| о 
онсм. 


-дизамещенных гуанинах под действием нуклеофильных агентов 


Исходное соединение У11 


`Реагент 


Темпе- 
ратура 
реакции, 


Время * 
реакции, 
ч 


Степень 
превраще- 
ния в УТ, 

“ 


„Лите- 
ратура 


7-Метил-9-этилгуанин 
7,9-Ди-(В-оксиэтил)-гуа- 
ВИН 


7,9-Ди-(морфолиноэтил)- 
гуанин 

7-Метилгуанозин 

7-Беизилгуанозин 

7-Метилгуанозин-5/-ме- 
тилфосфат 


7-Метилгуанозин 


СН 
носн,сн, 


их 
о 
ре 
В-О-Рибофурано- 
зил-1” 
В-Э-Рибофурано- 


мсн,сн» 


зил-Г 


5'-Метилфосфо- 
В-Р-рибофура- 
нозил-/ 


В-Р-Рибофурано- 
зил-1” 


сн, 
НОСНь 


СН 


СНз 


СН: 


СН» 


и 


МСН»СНь 


СёН.СН, 


рн 12 
рН 12 

Насыщенный раствор 
Ва (ОН)› 


Насыщенный 
Ва(ОН)» 

Г н. МаднН 

РН 10,2 

РН 9,5 


раствор 


рн 9 
РН 10 

рН 12 

5 н. МН.ОН 
14%-ный МНЗОН 


. *В скобках указано время, за которое достигается превращение исходного соединения на 50%. 


(37.5) 
(2,3) 
2 
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нозинов скорость реакции возрас 
< бензил- № 8. 


И КЛИЧЕСКИХ Я 
—— Ад 


‘ат В Ряду: этил. < Е 
И — 


В настоящее время трудно оценить влияние природы ам 
сахара на легкость раскрытия имидазольного цикла м 


пуриновых нуклеозидах. Для производных аденина 


вывод, что дезоксирибо- и рибон 
мерно с одинаковой скоростью, а 
заметно медленнее? (см. табл. 7.1). 


Данные о расщеплении имидазольного цик 
ставе ДНК, РНК и полинуклеотидов весьма 
Отмечено, что при рН, близких к нейтральному, 
гуанина в составе алкилированных РНК» И и ДНКв в, вв 


претерпевают (в отличие от с 


расщепление имидазольного цикла претерпевают 


2. Раскрытие пи 
производных * 


В различны, 
МОЖНО сделат 
уклеозиды расщепляются пи, 


Соответствующие нуклеотидь 


ла пуринов в со: 
немногочисленны 
остатки 7-алкил. 
не 
оответствующих нуклеозидов) 

остатками 7-№. 
эта реакция идет 


римидинового цикла в пуриновых 


Под действием ряда нуклеофильных агентов, атакующих атом 


-? пуринового ядра, происходит 


расщепление пиримидинового 


цикла (разрыв связи №-1—С-2). Эта реакция известна главным 
образом для |- и 3-замещенных аденинов и гипоксантинов; она 
приводит к образованию 5-аминоимидазол-4-карбоксамидопроиз- 
водных Х (если обработку проводить при достаточно мягких усло- 
виях, то удается проследить образование промежуточного фор- 


миламинопроизводного [Х 33) ; 


МНЬ МН Ге) 
МЕЕв м ь М р 
А и Ув < МНК 
( в >” | сно ” 
ое Гы 
В в” В В |ы в" 

1х х 


Ю, В’ и В” различные 


< 
* Обзор — см. 21. 


радикалы 


Хх оснований 
ПО-ВИДИМОМ!, 


ощих ато“ 
иидинового 
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Условия протекания реакций этого типа определяются строе- 
нием соответствующих пуриновых производных, главным образом 
характером заместителей при М№-1! и №-3, влияющих на электро- 
фильность атома С-2. 

Производные инозина, замещенные по №-1, легко расщеп- 
ляются под действием спиртовой щелочи 22-25 (табл. 7.3). В этом 
случае связь №-1-—С-2, по-видимому, активирована за счет карбо- 
нильной группы при С-6, не способной к енолизации; 


ху „СН»СвНь 
о 


т Кез № 
В 


В— остаток рибозы 


Столь же легко протекает аналогичная реакция в ряду 1-М- 
замещенных производных 6-меркаптопурина 3* 38. 

Еще легче (уже в слабощелочной среде) расщепляется пири- 
мидиновый цикл в 1-М№-алкиладенинах, однако в этом случае ими- 
дазольные производные типа 1Х возникают лишь как промежу- 
точные продукты перегруппировки 1-М-алкиладенинов в 6-экзо-М- 
алкиладенины (стр. 450). Если же такая перегруппировка невоз- 
можна, как, например, для 6-экзо-М,М-диметил-1-М-метиладе- 
нина ХТ, то легко образуется имидазольное производное ЗН =>. 


М(СНУ» (СН. 
я \+ „СН: т хи сн 
И | 1н. МаОН; 20 С й М 
ее Ами ее 
| | | 
Н нн 
ХТ хи 


Расщепление пиримидинового цикла в 1-М№-алкиладенинах про- 
исходит также при жесткой кислотной обработке последних * 
(табл. 7.4) 26-28. Роль кислоты здесь состоит, по-видимому, в 
протонировании аденинового ядра по №-3 или М№-7 с образованием 
двухзарядного катиона (о возможности образования такой формы 
см. стр. 179), в котором атом С-2 настолько электрофилен, что 


х М-гликозидные связи в соответствующих адениновых 


* В этих условия 
дах расщепляются (см. стр. 487). 


нуклеозидах и нуклеоти 


Таблица 7.3. Расщепление пиримидинового цикла в 1-М№-3. 


амещенных производных инозина 
под действием щелочных агентов (0,1—0,15 н.) 


Исходное соединение ХИ 


Температура 
Реагент НН 


1-Бензилинозин ... СН5СН, Маон При 
в спирте | кипячении 
1-Тозилинозин..... п-СНзСьН:$ 0, Маон При 
в спирте | кипячении 
1-Метоксиметил-2,З-изо- 
пропилиденинозин- 
5 -ди-(и-нитрофенил)- 
фосфат СНоСН, РО(ОСёН.МО;-п) Маон 
в спирте 
1-(В-Ка' боксиэтил) -ино- 
зин-5’- фосфат... .| СН.СН.СООН 


При 
кипячении 


РО(ОН), 


кон 100 


ко `` "№ и, =] 
че Росен.мо,-) 
ты н--- <м.ом.соо\ ы 


н вон». 


Таблица 7.4. Расщепление пиримидинового цикла в аденине и его 1-№ 
под действием кислоты 


Мас 


в спирте 


-замещенных производных 


Исходное соединение ХУ в В" х 'Реагент 


Темпе- 
ратура 
реакции, 
°С 


Время * 
реакции, 
мин 


н. НЕ 
НС! 


Адена а Н Н МН 6 
|-Метиладенин .---.-.- СН. Н МН 6 
>, т 


1-Бензиладенин -...-.- СьН&СН»ь Н МН 1 н. НС 


Аденилянтарная кнелота | Н Рон [е) 1н. НС 
соон 


* В скобках указано время, за которое достигается превращение исходного соединения на 50%. 


150 
100 


80 


100 


120 
(158) 


(35) 


180 


100 26 


1 
©« 3 


оащиие- 


| 


атом С-2 и связь №М-1— 


нина: 


МН, 
М О 
У 
И: 
Н 
хх 
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сравнительно легко подвергается атаке такого сл 
фильного реагента, как вода. 


В-алкильный радикал 


В таких условиях раскрытие пи 
вает и сам аденин? (см. табл. 7.4 
дающие электроноакцепторным ха 
(например, 1-бензиладенин расщеп 

Другими производными аденин 
расщепление пиримидинового цик 
лой среде, являются М-окиси 30—34 


С-2 так же, как ив 1-алкиладенинах, акти: 
вированы положительным за 


(В=Н или мн,) 


ЯДЕр 


абого Кд 


МН» 


№ Д.В 
Им 
у 


а 
№ “0 


| “н 
нн 


римидинового цикла претерие. 
). Заместители при №-1, обла. 
рактером, облегчают реакцию 
ляется легче |-метиладенина*), 
а по №-1, которые претерпевают 
ла как в щелочной, так и в кис- 

(табл. 7.5). В этих соединениях 


рядом на №М-1. Например, для аде- 


СНз 
я 
у о 
(СНзСо}ь0 мол 
——> @ м 
м 
| 
Н 


хх 


Таблица 7.5. Расщепление пиримидинового цикла в 1 


918 
НВ 
ХЕИН: 
ИЯ 8 


С 


11299 
“(зень 
ОИК 


-М-окисях пуринов 


в 
он 


8/00 
9121 


М 
М к” 
М 
о 
М г МН? 
| ’ 
к Е 
ХУП хУШ 
а Степень 
д. Е | одре | 
Исходная М-окись ХУП в реакции, | Ра | ХУ, | (УР 
* 
ОНИ НА ос оо. - МНЬ Н 3 н. НС 100 10 100 30 
0,5 н. НА 100 240 65 30 
6-Метилпурина „еее СНз Н 2 н. НС! 100 4 100 31 
ддановинай го ее. МН, В-Р-Рибофурано- 1 н. МаОН 85 45 100 Е 
зил-1/ 
Алденозин-8’-фосфата. МН. 3'-Фосфо-В-Р-рибо-| 1 н. МаОН 85 45 100 82 
фуранозил-И 
Аденозин-5’-фосфата. ....... МН» 5/-Фосфо-В-Р-рибо-| 1 н. МаОН 85 45 100 32 


фуранозил-1" 
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Производные гипоксантина ХХ| 35 и 

ствием оснований также способные п 


римидинового цикла: 


гуанина ХХ Их : 

- Тод 
терпевать расше- А да, 
Ветер Расщеплени, т 


[®) О 


М 
7. } ЕСН СН 01 н.МаОН в спирте неа 
ы - > 
МХ М Мн, 
СНэСьН5 СН» Сен. 


Хх! ХХН 


0 


К 
сньо,з- у“ 
Ммн, 
носн, | 


к 
Сн:0,5— Ро 
НОС, < Мм мн, 


(СНз)зСОН в (Сн;),50 


М(СНз). 
м ^ 
У 
. о М 
0,1н. Ва(ОН)ь о 


2 
ме О,Тн. МаОН 


(^20°С, 5-ин ) (-20°С, 204} 


НМ с 
№а 


19 ‘чеё 65 


= [== 2? 5 
ЗСЗЕ ` и я 
=--- 2 
Таблица 7.6. Расщепление пиримидинового цикла в 3-М№-замещенных пуринах 
под действием нуклеофильных агентов (при 100 с) 
’ 

МВ. о 

М - М 
\ он 

Я 
+2 

мм м мн 

йа и 

хХхУ ХХУ! 

ь Степень 
и К ремя превраще- Л, к 
соединение ХХУ к ® в Реагент реакции, й о м 
% 
) 3-Метиладенин СН: Н Н 1 н. Мон ри гы й 
данных 
и о СУ ВСНь сн,» | сын5сн, | 045 н. Ман 6 100 
пурин 


35 
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ЯДЕр 
Однако 3-(В-диэтиламиноэтил)-аденин ХХХ оказался усло, 
вым к нагреваниюе (100°С, 1 ч) в 1,5 н. НС! или в | ы. Мао 
ты 
о х 
и | м 
МИ 


Я 
Н СН.СНмс,Н,), 
р: 9.9.4 


Для аденозина описано расщепление пи 


кислой среде в присутствии фруктозы и и 
реакции неизвестен. 


римидинового цикла в 
онов меди “1, механизм 


и 3-М№-алкиладенинов в 
дов практически отсут- 
одных при алкилирова- 


ние 48 ч при рН 7 и 37°С с последующи 


среди продуктов реакции обнаружива 
азола ХХХГ 


м кислотным гидролизом 
ется производное имид- 


ты 


Ро \ СМНСН,СН»М(С.Н,), 


р.9.9:41 


Выход 6,3% от содержания аденина в полимере6. 


3. Перегруппировка 1-М-алкиладениновых производных 
в 6-экзо-М-алкилсоединения 


Различные производные 1-М№-алкиладенинов (основания, НУК- 
леозиды и нуклеотиды) в щелочной среде превращаются в соответ- 
ствующие 6-экзо-М-алкилсоединения. Эта реакция по своему ме- 
ханизму сводится к перегруппировке Димрота 42, хорошо изнеоВ 
ной для целого ряда гетероциклических соединений, и протекае 


| 


ИКЛа в 
Ханизи 


ИНОВ в 
отсут 
нрова: 
|СТВИИ 
тече 
1ИЗОм 
1миД- 


и. РАСЩЕПЛЕНИЕ И ПЕРЕГРУППИРОВКИ ПОД ДЕЙСТВИЕМ НУКЛЕОФИЛОВ 
—_—ыы— м 
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через промежуточное раскрытие пиримидинового цикла за счет 


атаки гидроксил-ионом атома С-2 4 8, 49. 


ХХХИ р ХххШ 
В-—алкильный радикал, 


\ 
В-—атом водорода,остаток углевода или углеводофосфата 


к НМВ 
{ г @ нь 6 мн, т. С м 
М № он” | а р” 
| 
В 


Хотя для проведения этой реакции часто применяются доста- 
точно жесткие условия — нагревание с едкими щелочами или ам- 


миаком %, 1%, 27, 44, 46—48, 52—54 (табл. 7.7), — перегруппировка 


кает с заметной скоростью при срав- 
нительно невысоких значениях рН 
(8—9) и даже в нейтральной сре- 
де\ 50. Характер зависимости скоро- 
сти перегруппировки 1-М-метиладе- 
нозина в 6-экзо-М-метиладенозин 


_ ии 


(рис. 7.1) указывает на то, что пе- \, © 
регруппировке подвергается как за- в 
/ 
ряженная ХХХИ (В=СН:з, В’—0с- 5 
я 
20° 


Рис. 7.1. Перегруппировка 1-М-метиладено- › 
зина в 6-экзо-М-метиладенозин. Зависи- у 
мость наблюдаемой константы скорости 

первого порядка Кнабл ОТ р? 


пунктиром между РН 8 и 10 показан переход ог Е 
У онероваввой к нейтральной форме реагирую- 10 9 
щего нуклеозида). 


проте- 


таток рибозы), так и нейтральная ХХХУ! формы соединения; ней- 
тральная форма реагирует примерно на два порядка медленнее. 


МН 


М 
СА 
| 


„СНз 


Мон” 


В 
хххХУ! 
В—остаток рибозы 


29* 


Исходное. 
соединение ХХХИ 


хххШ 


Реагент 


Темпера- 
тура 
реакции, 
°С 


Время * 
реакции, 
ч 


Степень 
превра- 
щения 
в ХХХИЕ, 
% 


1.9-Диметиладенин ... 
1-Бутил-9-метиладенин . 
1-Метиладенозин ... 
1-Бензиладенозин ... 
1-Метил-2”- дезоксиаде- 
ВОВЕ С 
1-Изопентениладенин . 
1-Изопентениладенозин 


1-Изопентениладенозин- 
5'-фосфат....., 


о 


*° В скобках.указано время, за которое достигается превращение исходного соединения на 50% 


сн, 
н-С.Но 
Нз 


С&НСН» 

сн 
(снз).с=снсн, 
(сНз).с=снсн, 


(СНз),С=снНснН, 


СН. 

СН; 
В-Р-Рибофуранозил-1” 
В-Б-Рибофуранознл-1^ 
2’-Дезокси-(В-Р-рибо- 

фуранозил)-1” 

Н 
В-Р-Рибофуранозил-!” 


5’-Фосфо-В-Р-рибофура- 
нозил-17 


Вода 
Вода 
0,25 н. МаОН 
0,1 н. Ма0онН 
0,1 н. Маон 


0,25 н. МаОН 
РН 7,5 

0,02 н. КОН 
конц. МН.ОН 


конц, МН.ОН 


во Я (2 74 == я „> 


конц. МН.ОН / 


\}`^`рибофура- 


слоаы > ^ 
зозил- 


= ыы 1% 


> рей 


= < <кобьк чкозьно ъоежя. за котофое лос"ИТАеТся преврашение исхолиого <оежи» 


хм схлемхем лаве - 
$ -5осхах 
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В обоих случаях стадией, определяющей общую скорость реак- 
ции, является, вероятно, атака гидроксил-анионом атома С-2. 

Природа алкильного заместителя, по-видимому, оказывает не- 
значительное влияние на скорость перегруппировки. 1-М-Бензил- 
аденозин превращается в соответствующее 6-алкилпроизводное 
лишь несколько быстрее, чем 1-М-метиладенозин '9. 1-М-Метиладе- 
нозин-5’-фосфат в широком интервале рН (от рН 7 до 12) пере- 
группировывается в 6-экзо-М-производное с той же скоростью, 
что и 1-М№-этильный аналог '. Заместители в остатке сахара также, 
по-видимому, не оказывают значительного влияния на скорость 
перегруппировки. Так, 1-М-метиладенозин-5’-фосфат и 1-М№-дез- 
оксиаденозин-5”-фосфат превращаются в 6-экзо-метиламинопроиз- 
водные с одинаковой скоростью '; 1-М-изопентениладенозин пере- 
группировывается лишь немного быстрее соответствующего 
5’-фосфата “7. Соответствующие основания реагируют значительно 
медленнее и в более жестких условиях (см. табл. 7.7). 

1,6-экзо-М-Диалкиладенозины также способны подвергаться пе- 
регруппировке Димрота *8, например: 


Н.С УСНь 
<“ х 
М | , < — М к 2 
м 
р $. а “| 
о 
Хам Аки 
| - | 
н н 
ХхххмУ ХХХУ 


1,6-экзо-М№М-Триалкиладенины под действием щелочи превра- 
щаются в производные имидазола (см. стр. 442) 29. 

Остатки 1-алкиладенина, образующиеся при алкилировании 
РНК и полирибонуклеотидов (см. стр. 363), могут перегруппиро- 
вываться в производные 6-экзо-М-алкиладенина уже в процессе 
алкилирования 6. Так, из продуктов реакции а 
амина с полиадениловой кислотой (при рН Ти 37°С; ч) после 
кислотного гидролиза был выделен 6-экзо-М-диэтиламиноэтиладе- 


нин ХХХУП6 
МНСН,СНМ(С2Ну)» 


м/и 
И | 
о. м7 
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Поскольку остатки 1-алкиладенинов встречаются в 
минорных оснований в составе нуклеиновых кислот (см. стр. 
следует учитывать возможность их превращения Уже в слабо 
лочной среде в 6-экзо-М-алкилпроизводные, так как это а 
привести к ошибкам в определении нуклеотидного состава “ 

Перегруппировка Димрота, по-видимому, лежит такж 
недавно открытой реакции превращения 6-экзо-М- (<-а 
аденинов в №- (пуринил-6) -«-аминокислоты 51, 150 
в нейтральных водных растворах. Например, после КиПЯчени 
6-экзо-М-глициладенина ХХХУ в воде в течени 
ружен пуринил-б-глицин ХХХХ (выход 30% 
найдены аденин и продукты расщепления пи 
в аденине — замещенные имидазолы ХГ, и Хы 


Честь 
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@В осн 


‚ протекающей ух 


). Кроме того, был 
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НМ ‘сн, Нм ет и 
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НУСН»СООН ИН 7 
М м С. 
и. Я 
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римидинового цикла 


‚| 
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4. Расщепление и перегруппировки цикла в пиримидиновых 
производных 


Пиримидиновый цикл в составе обычных пиримидиновых нук- 
леозидов и нуклеотидов довольно устойчив к действию щелочей, 
однако при достаточно жесткой щелочной обработке (1 н. КОН, 
100°С) происходит его расщепление5 (табл. 7.8). Реакция начи- 
нается, вероятно, с атаки гидроксил-иона по атому С-4 пиримиди- 
нового ядра, однако, поскольку первичные продукты быстро пре- 
терпевают дальнейшую деструкцию, из продуктов превращения 
были идентифицированы лишь мочевина и аммиак 55. Пиримидино- 
вые основания в этих условиях устойчивы 55. 


Таблица 7.8. Расщепление пиримидинового ядра в нуклеозидах 
и нуклеотидах под действием 1 н. раствора КОН (при 100° С) е: 


Содержа-» Содержа- 
Исходное Время Е и Время ние 
в продукте сходное в продукте 
соединение реакции, | исходного соединение реакции, Е 
= соединения, ы соединения, 
% % 
Уридин _ 25. ‘в; * 1 95 Цитидин-2/(3’)-фос- 
5,5 58 а сбое 1 90 * 
и Цитидин. .... 1 96 * 
ат: Зе 1 89 * 
5,5 57 Дезоксицитидин . 1 96 
Дезоксицитидин- ее. а 1 100 * 
5'-фосфат ... 1 93 * ИДИ а 


* В условиях реакции производные цитозина на 60—80% дезаминируются, превращаясь 
в соответствующие урацильные соединения. 


Наличие в молекуле уридина при атоме М№-3 алкильного заме- 
стителя в заметной степени облегчает раскрытие пиримидинового 
цикла под действием щелочей 56 57. Нестойки в щелочной среде и 
другие 1,3-дизамещенные урацильные производные 5°—67. Строение 
продуктов щелочного расщепления неизвестно, отмечено лишь, что 
при этом образуются производные мочевины 5. 3-М-Алкилцитидины 
в противоположность 3-М-алкилуридинам довольно устойчивы к 
действию щелочей \ 62. Сравнительно легко (0,3 н. КОН, 40° С, 30 ч) 
расщепляется пиримидиновый цикл в молекуле №-3-окиси цити- 
дина ХГ1 83. 


МН» МНо 

о- 
54 &м (НН 

= м еидентифицированные 

и. —| бон Е продукты 
у 
к К 
хЕН ХхХЕШ 


В—остаток рибозы 
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Предполагается, что ион гидроксила атакует 


атом С. р. 
рованный положительным зарядом на атоме М 53 Итан 
ядра. Последующая кислотная обработка ациклического Произво». 
ного (предполагаемое строение ХЕ) приводит к расщеплению 
козидной связи 63 (о применении реакций этого типа см. стр. 575 

Расщепление пиримидинового цикла в щелочной 


среде. лег, 
=. <] В 
всего происходит после гидрирования ДВОЙНОЙ связи С-5—С.6 (а 
гл. 5) 56, 6467, №1. Дигидроуридин (и его 5’-фосфат) по 
разбавленного (0,01—0,1 н.) раствора щелочи при к 


д действие 
пературе превращается * в рибозильное производ: 


омМнатной тем. 
06 уреидопро. 
пионовой кислоты ХГУ *: 
О 


С 
МН - МН 
носн, о 


НО он НО ОН 


ХНУ 


Изучение кинетики этой реакции ** для ряда дигидропиримиди- 
НОВ 56, 65—67, 151 


показало, что 3-М-алкилдигид 


ных, не содержащих заместителей при М ТИ- 
мина — заметно медленнее производных урацила 55, 85, 
(табл. 7.9). Дигидропиримидиновые нуклеозиды реагируют заметно 
быстрее дигидропиримидиновых оснований 56, хотя имеются дан- 
ные, что скорости й и нуклеозидов равны 55. 
Насыщение двойной связи С-5—С-6, протекающее при галоиди- 
ных (см. стр. 330), также при: 
щимся с раскрытием цикла в ще- 
лочной среде 69, 70, Образующиеся при этом ациклические продукты 
охарактеризованы не были. Обр 


роисходит, по-видимому, и при 
обработке ДНК иодом (РН 5,3; 100°С, 5 мин) с последующим 


действием | н. раствором МаОН (100 °С, 1 4) 71. 

пиримидинового цикла в 5-галоидзаме 
цила и изоцитозина 72-76, 152. При обра 
* Аналогичнее раскрытие цикла наблю, 


натрийборгидридом при РН 9,5—10 и облу 
давления 8 (см. гл. 12). Пр 


щенных производных ура 


дается при восстановлении дин 
чении светом ртутной лампы ия 
одуктом реакции является рибозильное производ 
Уреидоспирта, получающееся в результате дальнейшего нат 

Детальное изучение кинетики щелочного гидролиза урацила, ти\ 
3-№-метилурацила — см. 151, 


ропиримил" 
идины [2 


ИТ 


Л | 
308 И ой" 


) | 
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ботке 1-(В-Э-арабинофуранозил) -5-фторуридина ХГХТ 0,1 н. МаОН 
(60—70°С, 30 мин) образуется ациклическое производное 
9',2-циклонуклеозида ХГУ. При более жесткой щелочной об- 
работке (1 н. МаОН, 60°С, 20 ч) соединение ХГУ дает произ- 
водное имидазола ХЫХ 73, 78: 


но но 
ХЬУШ хых 
по-видимому, за счет нуклео- 


но образующемся дигидропи- 
73, 76 


Раскрытие цикла происходит, 
фильной атаки по С-4 в промежуточ 
римидиновом циклонуклеозиде ХЕУИ 

Аналогичная перегруппировка в имидазольный нуклеозид № 
описана для 2/.3/-О-изопропилиден-5-бромуридина ЕО 


ВЕ о соон 
ЕН ГА, 
НОСН.› О [е) С НОСН» Ге) (©) 
о, н. МаОНу 100 С, 64 
еде: о) (< 8 8) 
ньс’Сонь Нас” `СНз 
Ь цы 
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а 7.9. Расщепление пиримидинового цикла в производных 
иж анов под действием 0,1 н. раствора щелочи 


Температура Время 


полупревра- 

Исходное 5,6-дигидропроизводное Ре щения, и 

мин ра 1 

Урацила . 22 к 


к се ее ве ь 


18 * 5,0 ы 

Е Метилурацила. -. ; ео 22 15 56 

3-Метилурацила .......... 22 Очень быстро 55 

1,3-Диметилурацила (в... . 22 о 56 

5-Метилурацила (тимина) ...., 22 6,1 56 

65 

18 10,0 Руд 

1,3,5-Триметилурацила....... 2 14,5 56 

1,3,6-Триметилурацила....` 5х 22 >! и 56 
и, 22 4,8 


3-Метилуридина .. 


ее 22 <! 56 
Уридин-2/(3’)-фосфата...'’` . 22 6,5 56 
Е О а 22 8,4 56 

27—29 7,0 65 
3-Метилтимидина р а 22 <! 56 
Тимидин-5/-фосфата Е 22 19,0 56 


* Использовался 0,01 н, раствор щелочи. 


Ряд производных цитозина способен подвергаться перегруппи- 
ровке Димрота 4? (о перегруппировках этого типа в ряду пуринов 
см. стр. 450) *. Сам цитозин претерпевает такую перегруппировку 
при длительном (108 ч) кипячении в уксусном ангидриде®, как 
это было показано с помощью меченых атомов: 


а МНСОСН, о 
\ д ГИ 
М 5М М 
| т" [ | > | 
о 07 у” и № 
Н Н Н 


Реакция протекает с промежуточным раскрытием паи 
вого цикла 0, по-видимому, за счет нуклеофильной атаки аце 


учена для 
” В ряду пиримидинов перегруппировка Димрота, детально изуче 
неприродных 2-иминопиримидиновых производных 4, 77—79, 
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анионом по С-2. В аналогичных условиях 4-экзо-М-метилцитозин 
ЛИ превращается в 3-М-метилцитозин 19 


НМСНЬ „МСОСНЬ 
а (СНзСо)20 а 
[Сеососнз | 

у о у о 
Н н 

БИ ый 


Эта реакция представляет собой «обратную перегруппировку 
Димрота». Соответствующая «прямая перегруппировка», описан- 
ная для 1-М№-метил-3- (В-оксиэтил) -цитозина ЛУ, протекает при 
нагревании с Г н. МаОН (95°С, 15 мин) 8?: 


о ое 
| 

сн,СН.ОН х 

м М 
| ы = 
- \о “Мо 

| 
СНз СНз 
МУ ТУ 


Интересно отметить, что 3-М-метилцитидин в этих условиях не 
подвергается перегруппировке, а только дезаминируется 163, 


11. РАСЩЕПЛЕНИЕ ПОД ДЕЙСТВИЕМ ГИДРАЗИНА 


Мономерные компоненты нуклеиновых кислот. Выше уже рас- 
сматривалась (см. стр. 349) реакция гидразина в нейтральных или 
слабокислых водных растворах с цитозином и его производными, 
приводящая к замещению экзоциклической аминогруппы. При 
проведении реакции в щелочной среде 3-88 или с безводным гид- 
разином 86 89, 90 взаимодействие с компонентами нуклеиновых кис- 
лот сопровождается расщеплением пиримидинового цикла. Гуани- 
новое ядро под действием гидразина не разрушается 86, 93. Данные 
относительно ядра аденина противоречивы. По одним из них оно 
не разрушается даже в таких жестких условиях, как действие без- 
водного гидразина при 60°С в течение 20 ч36, 89. 90,9 (ДНК фага 
ФХ!74)9*; согласно другим — гидразин разрушает адениновое ядро, 
хотя и в меньшей степени, чем пиримидиновое 3, 55, 3%, 19, Так, при 


обработке безводным гидразином дДезоксиаденозин-5’-фосфата при 
60°С в течение 20 ч наблюдается разрушение нуклеотида на 
50% 93. Более детально взаимодействие гидразина с ядром аде- 


нина пока не исследовано. 
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При расщеплении производных урацила °', 2 вх 
ных продуктов реакции образуются мочевина и 
ГУП (В’=Н), а в случае ых ‚тимина - 
4-метилпиразолинон-5 ГУП (В’ = СН3з) 91°; 


ЛИЧЕСКих 


о 
в ре 
| № мван,, Хн + ВУНСОКН, 
| 
. Н 
ТУИ 


В — атом водорода или различные радикалы 
К’ =Н или СН, 


Производные цитозина 91, 92 расщепляются гидразином с обра- 

иразола [.1Х; кроме того, был обна- 

‚106, выход которого увеличивается 

то нуклеозидам и нуклеотидам!®. 

по-видимому, представляет собой 3-уреидопира- 

› хотя ему приписывалась также структура М,№-ди- (пиразо- 

лил-3) -гидразнна 106, 

ны 
чЪ 


МН, 
ом = вМНСОмН, 
| МЭН? Е + 
7\№о м НВ: 
Н ным мм 
ТУ ых 


| 
в 


К -— атом водорода или различные радикалы 


Образование продуктов ГУП и МХ, вероятно, происходит в 
результате отщепления мочевины от промежуточных 3-уреидопи- 
разолидинов ГУГи 11. В случае реакции пиримидиновых про- 

ом такие промежуточные продукты 
выделение и идентификация при ВеаК- 
дразинами °', 3? (стр. 463) дает осно 
уются и в первом случае. 


ом с обра: 
_был обна: 
личивается 
вотидам " 
видопира“ 
и- (пиразо- 
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Если в реакции участвуют нуклеозиды или нуклеотиды, то об- 
разующиеся после отщепления пиразолина М№-рибозил- или №-дез- 
оксирибозилмочевины могут вступать в обменную реакцию с из- 
бытком гидразина в реакционной смеси, давая рибозил- или дез- 
оксирибозилгидразоны [ХТ и незамещенную мочевину ЗОВ: 


НОСН 
о Е МНМНЬ НОСН» он Им 
МН и 
— 
-МН2СОМН» Ь кт 
Нов но В но В 
Е.Х! 
В=Н или ОН 


При взаимодействии безводного гидразина с различными 
нуклеотидами и нуклеозидами 86, 89,90 наиболее реакционноспособ- 
ными оказываются производные урацила; значительно менее реак- 
ционноспособны производные цитозина и наименьшая активность 
наблюдается в случае производных тимина и псевдоуридина 
(рис. 7.2). Во всех изученных при- 
мерах кинетика реакции подчиняет- 
ся уравнению первого порядка 88, 89, ОБ 
Аналогичные закономерности полу- 
чены также при использовании гГид- 
разингидрата %% 85 18 и водных ра- 
створов гидразина “%, 2 с тем значе- 
нием РН, которое создавалось са- 
мим гидразином при используемой 
концентрации (табл. 7.10). 

При реакции уридина с водными 
растворами гидразина, имеющими 
различное значение рН, максималь- 
ная скорость реакции наблюдается 
при рН 10,5%. Наличие оптимума 
РН, по-видимому, свидетельствует о 
том, что реакция протекает между ряда нуклеотидов безводным гид- 
нейтральными молекулами уридина разином при 37° С *°. 

и гидразина. При повышении РН 0б- Роли ИРИ 
разующийся анион урацила реаги- для рИ ираТ показано изменение опти- 
в ческой плотности при 260 ммк, для рс— 
рует с гидразином с меньшей ско- при 286 ммк, для р — при 290 ммк. 
ростью, чем нейтральная молекула, 
тогда как при понижении РН скорость уменьшается за счет прото- 
нирования гидразина. Из подобных соображений следует, что опти- 
мальное значение рН должно наблюдаться также для производ- 
ных тимина, однако соответствующих экспериментальных подтвер- 
ждений пока не получено. Известно лишь, что скорость реакции 


битическая плотность 
> 
< 


2 40 680 80 0 120 
Время, мин , 


рис. 7.2. Кинетика модификации 
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Таблица 7.10. Кинетика гидразинолиза оснований, нуклеозидов 
и нуклеотидов гидразингидратом при 90° С в присутствии воды 106 


Время „время, 
Е: ДО КОдИМое 
Соединение щения, Завершено 
мин реакции, 
Урацил Е 4 30 
Уридин.... <! 10 
Дезоксиуридин... Ё <! 20 
Уридин-2'(3’)-фосфат . —1 10 
Уридин-5’-фосфат я <! 5 
Е $ 20 180 
ИДИ. ще 4 25 
Дезоксицитидин....... В 8 50 
Цитидин-27(3’)-фосфат.... 1 25 
Дезоксицитидин-5/-фосфат 6 25 
ИН. 55 250 
Тимидин и. 12 80 
Тимидин-5’-фосфат. .. 8 55 
Аценозин-2/(3')-фосфат. 210 — 
Дезоксиаденозин-5’-фосфат ина 360 — 


Примечание. Для аденозина за 4 чв спект| 
каких-либо изменений; для гуанозина и его нуклеотидо 
остается неизмененным. 


ре реакционной смеси не наблюдается 
в спектр реакционной смеси через 6 4 


производных тимина с гидразином (10 М раствор реагента, 60° С, 
4 ч) возрастает 88, 87 при увеличении РН от 6 до 10: 
Степень модификации, % 


РН для рат для рас 
6 42 76 
8 70 89 

10 77 9 


Поскольку цитозиновое ядро теряет протон, по-видимому, толь- 
ко в сильно щелочных условиях, то при реакции с гидразином про- 
изводных цитозина оптимум рН (если он имеется) должен быть 
сдвинут в щелочную область: по сравнению с производными ураци- 
ла и тимина. Однако и в этом случае нет соответствующих экспе- 
риментальных данных и наблюдается только возрастание скорости 
модификации при увеличении рН от 6 до 10. В данном интервале 
РН сохраняется та же закономерность в скорости модификации 
оснований гидразином, что и при использовании безводного гидра- 
зина, а именно $35, 87; 


Производные ы Производные > Производные 

урацила цитозина тимина 
Этот ряд реакционной способности взаимодействия пиримиди- 
новых производных с гидразином не меняется при изменении тем- 


› наблюдается 
еси через 64 


па, 6, 
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пературы, хотя абсолютные скорости реакции, естественно, увели- 
чиваются с ее повышением $5, 87; 


Время полупревращения 
еда (безводный гидразин) 


мин 
Дезоксицитидин-5’-фосфат .,. 60 14 
40 50 

Тимидин-5”-фосфат. ..... 60 35 
40 143 


Сопоставление скорости реакции с безводным гидразином и 
с его водными растворами показывает, что даже при оптимальных 
значениях рН водные растворы гидразина модифицируют нуклео- 
зиды медленнее, чем безводный гидразин. Так, при 60°С безвод- 
ный гидразин полностью разрушает дезоксицитидин-5’-фосфат за 
90 мин, а тимидин-5’-фосфат — за 4 ч, тогда как при обработке 
10 М водным раствором гидразина при рН 10 через 4 чв реак- 
ционной смеси остается еще 3% дезоксицитидин-5’- и 23%' тими- 
дин-5”-фосфатов 87. Такое различие в действии реагентов не Уди- 
вительно, поскольку концентрации водных растворов существенно 
ниже «концентрации» безводного гидразина. 

Приведенные данные показывают, что гидразин является ма- 
лоспецифическим агентом; с довольно близкими скоростями он 
модифицирует как цитозиновое, так и урацильное ядро, хотя 
производные урацила реагируют заметно быстрее ®. Специфич- 
ность реакции несколько повышается при использовании метил- 
и 1,2-диметилгидразинов 88, однако при введении в молекулу гид- 
разина метильных групи скорость модификации пиримидиновых 
производных понижается 86, 88, Так, константы скорости первого 
порядка реакции уридина в 6,5 М водных растворах гидразина, 
метилгидразина и 1,2-диметилгидразина при 37° С и РН 10,5 рав- 
ны 88 соответственно 2,4 . 10-4; 1,4. 10—и 2. 10-5 сек-'. Производные 
тимина реагируют с водными растворами замещенных гидрази- 
нов 88; с безводными метилгидразином и фенилгидразином за 6бч 
при 60°С не удалось обнаружить заметной деградации гетеро- 
циклического ядра *. 

При реакции урацила с моно- и 1,2-диметилзамещенными гид- 
разинами образуются 1-метилпиразолинон-5 ХИ и 1,2-диметил- 
пиразолинон-5 ЕХ1Ш соответственно 915792) 


Ге] о 

| | 

РА а 
НСМ | нс 
НМ н.с-м— 
гхи ГХхИТ 


В обоих случаях удается выделить также промежуточные 
3-уреидозамещенные пиразолидиноны, причем устойчивость 1,2-ди- 
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метил-3-урендопиразолидинона-5 выше, чем |-метил-3 Уреидоп ра 
олидинона-5. По-видимому, такие же продукты Должны образов 3 
ваться при соответствующих реакциях нуклеозидов п НУКлеоти 

Исследование относительной скорости модификации основ 
нуклеозидов и нуклеотидов под действием водных растворов 
разина '% приводит к заключению, что основания менее реакц 
носпособны, чем нуклеозиды, которые, в свою очередь, менее 
ционноспособны по сравнению с нуклеотидами; производные 
бозы более реакционноспособны, чем дезоксирибопиримиди 
(см. табл. 7.10). 

Такая закономерность понятна с точки зрения легкости ио 
зации. соответствующих соединений (см. стр. 177). Соединен 
наиболее легко отдающие протон в щелочной среде, реагиру 
с наименьшей скоростью. 

Реакция гидразина с пиримидиновыми производными являс ся 
последовательной нуклеофильной реакцией, механизм которой мо- 
жет быть представлен двумя альтернативными (или взаимодо- 
полняющими) схемами: 


МНЬмН ОН 
мн 


А 


{9 
В 
К-атом водорода или различные радикалы 


=» ГМ 


Выбор между этими двумя путями реакции в настоящее время 
не может быть сделан из-за отсутствия достаточного количества 
экспериментальных данных, 

Полинуклеотиды. Получение апиримидиновых полимеров. Гид- 
разинолиз полинуклеотидов обычно проводят, используя безвод- 
ный гидразин 88, 89, 90,93-104, чтобы избежать расщепления фосфоди- 
эфирных связей в щелочной среде %* ®. Тем не менее проведение 
реакции с водными. растворами гидразина при контролируемых 
значениях рН 7 дает аналогичные результаты (см. ниже). Я 

При обработке ДНК безводным гидразином в ста за 
ких условиях (3—4 и при 60°С 36, %0, 83 96, 100-10 или }: 


МИ ЯВЛЯ 
Которой 
'` ВЗанмодь. 


[У 


м 
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37°С 33, %) происходит полная деструкция цитозинового и тимино- 
вого ядер (табл. 7.11) при незначительном разрушении аденинового 
ядра. Уменьшение времени обработки приводит к неполному раз- 
рушению тиминовых производных *» 8 °5-97, 9; напротив, увеличение 
времени реакции может, по-видимому, вызвать существенную де- 
градацию аденина *%, 5, 8. Данные по разрушению аденина в со- 
ставе ДНК противоречивы (см. стр. 459), однако даже по самым 
высоким оценкам 33 за 4 ч при 60°С или за 20 ч при 37°С разру- 
шается не более 10% адениновых ядер в ДНК, так что существует 
возможность достаточно селективного разрушения пиримидиновых 
ядер в полимере с получением апиримидиновых ДНК. 


Таблица 7.11. Разрушение пиримидиновых ядер в составе ДНК 
под действием безводного гидразина 


Разложилось цитозина, % Разложилось тимина, % 
Время реакции, | — 

при 37° С при 60° С при 37° С при 60° С 

0 0 0 0 0 

2 78 100 28 85 

4 85. 100 65 100 

8 98 100 90 100 

16 100 100 100 100 


В случае РНК, содержащей более реакционноспособные (по 
сравнению с тимином) урацильные ядра, полное разрушение ура- 
цила и цитозина в составе полимера происходит значительно ско- 
рее. Так, после обработки тРНК безводным гидразином при 50 °С 
в течение 1 ч38 или при 37 °С в течение 1,5 48? не удается обнару- 
жить в ее составе ни урацила, ни цитозина. Остатки малореак- 
пионноспособных рибозилтимина и 5-рибозилурацила при этом 
модифицируются, по-видимому, лишь в незначительной степени ®. 

Реакция пиримидиновых оснований в составе нуклеиновых 
кислот, вероятно, протекает по той же схеме, что и реакция осно- 
ваний в составе нуклеозидов (см. стр. 466). 

Остаток цитозина в ДНК так же, как и в случае мономерных 
компонентов, дает наряду с 3-аминопиразолом 3-уреидопиразол, 
который обнаруживается в низкомолекулярных продуктах реак- 
ции %. Образующиеся в составе полимера на последней стадии гид- 
разоны могут существовать в циклической ГХУТ и ациклической 
СХУП таутомерных формах 15. В открытой форме ГХУП имеется 
возможность В-элиминации фосфатной группы из 3’-положения 
остатка сахара и, кроме того, в водной среде возможен гидролиз 
связи 5”-СН»О-Р, рядом с которой в 4”-положении углевода на- 
ходится гидроксильная групиа (см. стр. 561). Вследствие этого в 
процессе гидразинолиза даже с безводным гидразином происходит 
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заметная деградация олигонуклеотидной цепи, хотя и получаются 
довольно высокомолекулярные фрагменты. Так, после обработки 
ДНК мол. веса 6.106 безводным гидразином при 60°С в течение 
55 мин? получается набор апиримидиновых фрагментов со сред- 
ним молекулярным весом примерно 5. 103. Особенно сильно идет 
деградация в водных растворах гидразина*. Однако если про- 
водить гидразинолиз при достаточно низких значениях рН и низ- 
кой температуре, то удается выделить довольно высокомолекуляр- 
ную апиримидиновую ДНК. Это было показано на примере гид- 
разинолиза ДНК фага Т» при РН 9,5 и 0 °С, проводившегося в те- 
чение 10 суток “7. В продуктах реакции не было обнаружено пири- 
мидинов, а константа седиментации полученной апиримидиновой 
ДНК мало отличалась от константы седиментации исходной ДНК. 
Продукт модификации седиментировал узкой, неразмытой зоной, 
что свидетельствует о малой деградации полинуклеотидной цепи. 
Из полученной апиримидиновой кислоты действием альдегидов 
(например, бензальдегида) могут быть удалены остатки гидрази- 
на, и в конечном счете на месте пиримидинового нуклеотида в по- 
линуклеотидной цепи оказывается негликозилированный рибозиль- 
ный остаток, фосфодиэфирные связи которого очень лабильны и 
могут быть расщеплены в мягких условиях (см. стр. 581). Апири- 
мидиновые нуклеиновые кислоты вследствие этого легко могут 
быть расщеплены до олигопуриновых нуклеотидов, и это широко 
применяется при анализе распределения пуринов в ДНК и РНК 
(см. стр. 583). Следует отметить, что образующиеся под действием 
гидразина апиримидиновые ДНК при обработке дифениламином 
и муравьиной кислотой (см. стр. 574) неколичественно выделяют 
неорганический фосфор и показывают заниженные отношения 
дезоксирибозы (по реакции с дифениламином) к фосфору. Это 
свидетельствует о том, что пиримидиннуклеозидные звенья (по-ви- 
димому, цитидиновые) не превращаются количественно в гидразо- 
ны, которые в дальнейшем обработкой бензальдегидом могут 
быть превращены в свободные дезоксирибозильные звенья %. При 
реакции с цитозиновыми звеньями даже в щелочной среде наряду 

с расщеплением цикла наблюдается замещение аминогруппы ци- 
тозина на группу МНМН»®. Образующийся при этом 4-экзо-М№-ами- 
ноцитозин может оказаться значительно более устойчивым к рас- 
щеплению. Тем не менее, расхождения экспериментальных значе- 
ний с предсказываемыми теоретически для полностью апиридино- 


вой ДНК не очень велики. 
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Мономерные компоненты нуклеиновых кислот. Аналогично гид- 
разину, но более специфично реагирует в щелочной среде гидрок- 
силамин, если его концентрация достаточно велика. Реакция гидро- 
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За (рис. 7.3). Согласно Этому кри. 
-& терию пуриновые нуклеозиды 
За а также тимидин и псевдоури, 
5 дин 17 при действии гидроксил. 
т амина в широком интервал 
я значений рН (6—12) не разру- 
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ЕЕ очень медленно. 
2% г. - С = Скорость расщепления ура- 
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при РН 10, при дальнейшем 
Рис. 7.3. Реакция цитидин-2(3)-фосфата ВОзрастании рН скорость реак- 
(кривая /) и уридин-2'(3’)-фосфата (кри- ции уменьшается {10% 108 (су, 
вая 2) с`гидроксиламином. Зависимость рис. 7.3). Расщепление цикла 
изменения оптической плотности раство- 


107, 108 представляет собой реакцию 
ОВ ааа - второго порядка, которая, по- 
80 м В скольку обычно используются 
трация реагента 6,5 М, 37° С). большие избытки тидроксил- 
амина, может быть приближен: 
но представлена как реакция первого порядка по уридину со ско- 
ростью; пропорциональной концентрации гидроксиламина в реак- 
ционной среде. При рН 10 для 10 М раствора гидроксиламина ве- 
личина константы скорости реакции расщепления составляет при- 
мерно 1 ч' (при 37 °С) 110. Скорость модификации цитозинового 
ядра в этих условиях значительно ниже 168, 11; к моменту, когда 
с 6 М раствором гидроксиламина реагирует 95% уридина, ЦИТИДИН 
модифицируется 107 всего лишь примерно на 8% *. Таким образом, 
при РН 10 (в сравнительно мягких условиях) реакция с гидроксил- 
амином довольно специфична по отношению к уридину (из обыч- 
ных нуклеозидов). Конечными продуктами реакции уридина и — 
фосфатов с гидроксиламином является оксазолон-5 [ХХ р: 
пиразолона-5) и оксим рибозы Г.ХХ1 ‘или рибозофосфата, По 
щийся из промежуточно образующейся рибозилмочевины за а 
обменной реакции с гидроксиламином . Реакция В.“ 
вероятно, по механизму, аналогичному реакции с гидразином, 
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Первой стадией реакции является присоединение аминогруппы 
гидроксиламина по двойной связи С-5—С-6 урацильного ядра; 
оптимум РН == 8 15. 

Сравнительных данных по кинетике реакции нуклеозидов и нук- 
леотидов с гидроксиламином пока не имеется. Известно, однако, 
что урацил реагирует значительно медленнее уридина 107, это свя- 
зано, по-видимому, как с различными значениями рКа оснований, 
так и с облегчением нуклеофильной атаки при наличии в нейт- 
ральном ядре такого электроноакцепторного заместителя как ри- 
боза; уридин-5’-фосфат и уридин-5’-дифосфат, судя по уменьшению 
оптической плотности растворов, реагируют при рН 10 практиче- 
ски с одинаковой скоростью, в то время как скорость реакции 
уридин-5’-дифосфатглюкозы значительно ниже '?. Эта разница 
в скорости увеличивается с повышением температуры, и при 90°С 
отношение констант скорости реакции первых двух соединении 
к скорости реакции уридиндифосфатглюкозы достигает величины 
25. Аналогичные явления наблюдаются и для производных дезок- 
сиуридина*. Возможной причиной наблюдаемых эффектов 


* При РН 8 и низких температурах скорость уменьшения оптической плот 
ности и скорость накопления продуктов расщепления цикла, по-видимому, не 
ссвпадают вследствие образования значительных количеств продуктов присоеди- 
нения по двойной связи, не поглощающих в интервале 250—300 млмк 153, Однако 
при высоких температурах эти скорости можно с достаточной степенью точности 


считать раввыми. 


470 ГЛ. 7. РАСЩЕПЛЕНИЕ И ПЕРЕГРУППИРОВКИ ГЕТЕРОЦЕ 


1КЛИЧЕСК 
СаАНч 
АХ жь 
является взаимодейс1 а 
Нованием в нукл 


Я затрудняется. 


Увеличени 
температуры пох 

лизации конформац 

аимодействия, которые усн- 

› То такого эффекта можно было бу 


ожидать. 
Влияние заместителей в гетероциклическом 

кинетику его реакции 

но. Можно отметить л 

чае 3-М-метилуридина 112 

скорости реакции. Аналог 

как и уридин, с образовани 

ных сведений об этой реакци 
Полинуклеотиды. Специ 

относ 


ацильные ядра в составе рибополи- 
Оптимальные условия модифика- 
та, 10° С, 150 ч) дают возможность 
урацила и заместить образующиеся 
остатки мочевины в соответствующих звеньях полинуклеотидной 
цепи на остатки гидроксиламина при незначительной модификации 
цитозиновых ядер (10—15%) *). Повышение температуры приво- 
дит к увеличению степени модификации цитозиновых звеньев и, 
по-видимому, к увеличению неспецифической деградации полинук- 
леотидной цепи. Понижение температуры до 0°С сильно замедляет 
расщепление урацильных звеньев. Сокращение времени реакции 
может привести к неполному замещению остатков мочевины в по- 
линуклеотидной цепи, что усложняет задачу при необходимости 
получить полинуклеотид со свободными рибозильными звеньями 
(см. ниже). В приведенных оптимальных условиях неспецифиче- 
ская деградация полинуклеотидной цепи минимальна, как это сле- 
дует из незначительного уменьшения средней величины молекуляр- 
ного веса поли-(А, С) и из того, что Е озидмонофе д 
@рС в данных условиях не расщепляется 18. Однако ваблюдан 
довольно значительная специфическая деградация по а :Ы 
содержащим продукты расщепления урацильного ее, 
можно судить, например, по сильному уменьшению сред 


* См. примечание на стр. 468. 
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Это расщепление связано, по-видимому, с возможностью суще- 
ствования оксима рибозы в открытой таутомерной форме, в кото- 
рой облегчена В-элиминация фосфатной группы из 3’-положения 
соответствующего углеводного остатка (см. стр. 583). В получаю- 
щихся после реакции с гидроксиламином дезурацильных РНК 
остаток гидроксиламина, присоединенный к рибозофосфатной цепи, 
может быть удален гидролизом в слабокислой среде (рН 5) в 
присутствии циклогексанона 116, 47, В результате образуется поли» 
мер, содержащий на месте уридиновых звеньев исходной РНК 
рибозильные звенья со свободным гликозидным центром. В при- 
сутствии катализаторов В-элиминации (см. стр. 584) может быть 
проведено специфическое расщепление такого полимера по свобод- 
ным рибозильным остаткам и получены олигонуклеотидные блоки, 
соответствующие расщеплению исходной РНК по уридиновым 
звеньям. Специфичность подобного расщепления определяется сте- 
пенью разрушения В процессе модификации других оснований, 
особенно цитозина. Следует иметь в виду, что гидроксиламин яв- 
ляется реагентом, чувствительным ко вторичной структуре поли- 
нуклеотида 419, 120 так что модификация может привести к 
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расщеплению только тех уридиновых звеньев, которые Е 
петлевых участках рибонуклеиновых кислот. Так, например, ® 
модификации полиуридиловой кислоты 10 М Раствором ГИДРО При 
амина при рН 10 и 10°С расщепление остатков урацила ака 
вается через 30 4, а при обработке комплекса (поли-д" 
- (поли-0) — только через 70 4120. При модификации РНК 
при 0°С реагировало всего 30% урацильных остатков, тогда к 
при 37° С или при 10° С, нов присутствии мочевины, Разрушающех 
вторичную структуру, расщепление остатков Урацила было пол. 
ным ‘9. Чувствительность реагента ко вторичной сл РУктуре дает в 
принципе возможность расщепления полинуклеотидов по уридино. 
ВЫМ звеньям, находящимся в односпиральных участках. 
ДНК не содержит оснований, достаточно реакц 


тонноспособных 
(при РН 10), однако реакцию 
все же удается провести после дезаминирования ДНК, осущест. 

лотой, в результате чего цитози. 
ацильные. Это дает возможность 
К на олигонуклеотидные блоки 
цепи дезоксицитидиновых звеньев, 
пока не известны ферменты, гид- 
ецифично по отношению к какому- 


ролизом было приме- 
нено для изучения распределения в ДНК тимидина 121. 

реакции с гидроксиламином при низких 
сли при достаточно высоких (более 
0,1 моль/л) концентрациях гидроксиламин избирательно модифи- 
цирует урацильные ядра, то при концентрациях 10-1 — 10-2 моль/л 
в присутствии кислорода при РН 7—9 он неспецифически разру- 
шает пиримидиновые основания и гуанин 12? 1, модифицирует (без 
разрушения гетероцикла) аденин 122-123, давая два неидентифициро- 
ванных продукта 123. При действии на нуклеозиды и нуклеотиды 
гидроксиламин в малых концентрациях вызывает отщепление ос- 
нований 123, а при обработке олигонуклеотидов и ДНК — интенсив- 
ное расщепление полинуклеотидной цепи. Скорость такого рода 
реакций уменьшается при увеличении концентрации реагента, при 
Удалении кислорода из реакционной смеси или при добавлении 
каталазы, пероксидазы, трилона В и пирофосфата 122, 125, Продук- 
ты реакции нуклеотидов с гидроксиламином, по-видимому, наб 
тичны продуктам, получающимся при действии перекиси а 
да 123,1, за исключением одного неидентифицированного м 

производного аденозина !23. Вероятно, что неспецифические ГР Н 

ции в этих условиях протекают за счет атаки ам ВОНИ 

возникающими при окислении гидроксиламина. ен м 

нуклеотидной цепи (так же как и при реакции с перекись 


концентрациях реагента. Е 


Т ВОЗМОЖНО 
иные блок 
НОВЫХ ЗВЕНЬВ, 
зерменты, гид 
НИЮ К КаКоУ), 
ДВУХ методе 
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рода) вызывается, по-видимому, окислением атома С-1” остатка 
дезоксирибозы "% 15. Подробнее этот вопрос рассмотрен на 
стр. 478. 


У. РАСЩЕПЛЕНИЕ ЦИКЛОВ ПОД ДЕЙСТВИЕМ 
ПЕРМАНГАНАТА КАЛИЯ И ЧЕТЫРЕХОКИСИ ОСМИЯ 


Мономерные компоненты нуклеиновых кислот. Перманганат ка- 
лия в водных растворах окисляет пиримидиновые основания и гуа- 
нин, не затрагивая аденин. Выше уже отмечалось (см. стр. 333), 
что первичными продуктами взаимодействия перманганата калия 
с пиримидиновыми основаниями являются, по-видимому, 5,6-диок- 
си-5,6-дигидропроизводные, которые далее могут окисляться с обра- 
зованием серии продуктов расщепления гетероциклического ядра. 

При окислении перманганатом калия (0,08—0,05 моль/л) 1-ме- 
тилтимина и 1-фенилтимина при 37° С в нейтральной и слабооснов- 
ной (рН 9) среде в качестве продуктов реакции были идентифици- 
рованы соответствующие М№-замещенные мочевины, оксиацетон, 
пировиноградная и муравьиная кислоты !28. Окисление в аналогич- 
ных условиях тимидина протекает по схеме !26, 127; 
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ИХ ПЯДВЬ 


В продуктах реакции обнаружены 5,6-диокси-5 6. 
тимидин ХХП 17, мочевина 427, 128, №-формт ›6-дит 


'лмочевика 127 `\} ИДро. 
замещенная мочевина [ХХ #7 и, возможно, М-дезокси би 
мочевина 127, 128. Рибозил 

Окисление гликоля ЕХХИ перманганатом приводило к той 
серии продуктов 127. 


1 Же 
кисление урацила при рН 7 приводит к ок 
ГХХУ, аммиаку, мочевине 


салуровой КИСЛоте 
Аналогично окисляются 1-алкил- 


ЬИНОЙ Кислотам 1 
и 1-арилзамещенные Урацил 


5] 
идов урацила, по-видимому, 


0р- 
милоксалуровой кислоты 1.ХХГ\ и может быть представлено я 
дующим образом: 129 
т р о 
| 
ОХ 
ое | АН Е. 
| ОО = 
М № ном “м/\о 
1 К К 
хх 
) 
он 
рае | > (СООН), +мнхомн-в 
нм о 
| 
В 
ТХХУ 


В — атом водорода или различные радикалы 


0- 

Производные цитозина окисляются с образованием тех же тю. 

дуктов, однако помимо мочевины’ образуются еще ве _ 

Бы рета ГХХУП. Отношение выходов производных мочевины о 

их биурета в случае я и а ; 

ы и 1:12; при окислении ц : 

ляет 129 соответственно 1: 1,5 п ал т 

дезоксицитидина это отношение а а. 
Й п 7 

то образующийся на и 

от а ОЬся по двум и, т 

ственного окисления с образованием производных т я Оо 
и путем дезаминирования (см. стр. 353) с образование! 
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ных урацила, которые затем ок 
у исляются обычным 
нений способом, давая производные мочевины 129: Е 


МН, ун, 0 
ом 
| те г ЧН —> мнсомн-в 
м № = но’ № но’ Ао + 
| | | Другие продукты 
4 В в 
з хХУ1 


| 


——> МН,СОМНсСомнН—вВ 
тххУИ 


В — атом водорода или различные радикалы 


При окислении гуанозина, дезоксигуанозина и их О-ацетильных 
(по остатку сахара) производных при РН Эи 37°С образуются 
гуанидин, мочевина, рибоза или дезоксирибоза (или их ацетиль- 
ные производные), а также рибозил- или дезоксирибозилмочевины 
(или их О-ацетильные производные) 1. При окислении 
2',3!-О-изопропилиденгуанозина образуется щавелевая кислота. 
Кроме того, получаются и другие неидентифицированные продукты 
окисления; общая схема реакции не ясна. Следует иметь в виду, 
что окисление нуклеозидов с незащищенной гидроксильной груп- 
пой при С-5’ приводит к частичному окислению с образованием 
уроновых кислот, рибозо- или дезоксирибозоряда '* 1. 

В процессе окисления под действием перманганата происходит 
разрушение сопряженной л-электронной системы гетероцикличе- 
ских оснований, что приводит к исчезновению характерного погло- 
щения в области 250—290 ммк. Если о скорости окисления осно- 
ваний судить по падению оптической плотности растворов произ- 
водных в этом интервале длин волн, То 5’-нуклеотиды по своей 
реакционной способности к действию данного реагента могут быть 
расположены в ряд и: 


рат > РИ > рС--Р4С > ра 


Реажционная способность нуклеозидов примерно такая же, как 
соответствующих нуклеотидов. При а аа 
центрированными растворами перманганата а и ЕН 
6,7 и 0°С оптическая плотность всех пиримид у 


нуля за | ч, тогда как 
еньшается практически до 
и нуклеозидов умен р его на 10%. Уменьшение 


нозина изменяется вс 
и 4.10-& моль/л дает возможность 


концентрации пе манганата до { 
р я слИТЬ тимидин за 2 % оптическая плотность 
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_^ ЯДЕр 


растворов уридина за это же время падает на 50%, цитид; 


т 
оксицитидина — на 10%, а гуанозина и дезоксигуанозина д: 
няется вообще 130. Природа продуктов окисления в Данных Е 
виях пока не выяснена. Таким образом, при использова ыы. 
бавленных растворов перманганата из компонентов ДНК а 
реагирует с наибольшей скоростью, и поэтому реакция, верой 


и ероятн 

может быть использована для специфической модификации а, 
дина в составе ДНК. 

Более специфичен, чем перманганат калия, другой 


агент — 
четырехокись оСмия, окисляющая только пиримидинов 


Ые осно- 


М. стр. 333) 
уже рассматривалась реакция четырехокиси осмия с пиримидино- 


выми нуклеозидами и нуклеотидами, приводящая к насыщению 
двойной связи С-Б—С-6 с образованием 5,6-диокси-5,6-дигидропи. 
римидинов. После окисления (см. стр. 333) образующиеся диолы 
могут быть превращены обработкой щелочью в уреидогликозиды 
ЕХХУШ 131, остатки мочевины далее могут быть удалены кислот. 
ным гидролизом 131 или действием гидразина, как описано ранее. 


В случае тимидина протекающая реакция может быть представле. 
на следующей схемой 1%; 


о Ге) Ге) 
| | сн [ сн. 
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В — остаток дезоксирибозы 


Поскольку тимидин реагирует значительно быстрее Я 
(см. стр. 333), окисление четырехокисью осмия может Ню 
зовано для селективного удаления остатков тимина из - расти 

Полинуклеотиды. При окислении перманганатом р Но 
ров ДНК 13-7 и РНК*3 (обычно реакция и И 
и 37°С в течение 19—20 4) наблюдается ет 2 
ние пиримидиновых оснований и гуанина ив п иенод №3 
ной цепи из гетероциклических оснований остается Триба. 
В остальных звеньях полимера рибозильные или де 


Лены кисели. 
тсано ране 
ь представь 


СН, 
ОН 
— 
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ные группы оказываются связа 
нными с ост * 
а также с неидентифицированными азот атками мочевины *, 


. содержащими продук 
окисления, более устойчивыми, чем мочевина, к ЕлОтнану 
лочному гидролизу *". После удаления мочевины обработкой ще- 


135, 136 
и ЕЕы Ор ботной и ия гидразином с последующим его 
дами 1% ДНК можно расщепить по 
местам локализации дезоксирибозильных остатков со свободным 
ЕВА о 10). При щелочном методе такое 
одновременно с удалением остат- 
ков мочевины, а при обработке гидразином и альдегидом для 
расщепления необходима дополнительная обработка щелочью. 
В обоих случаях неидентифицированные азотсодержащие компо- 
ненты не удаляются и при расщеплении образуются олигонуклео- 
тиды, содержащие аденин и неизвестное соединение 157, что не дает 
возможности использовать метод для изучения распределения аде- 
ниновых звеньев в ДНК. При окислении РНК !38 также, по-види- 
мому, можно ожидать появления наряду с мочевиной подобных 
продуктов окисления. 

В разбавленных (4. 104 моль/л) растворах окисление перман- 
танатом чувствительно ко вторичной структуре полинуклеотида. 
При нейтральных значениях рН и 0°С данный агент не окисляет 
основания в составе нативной ДНК, тогда как окисление денату- 
рированной ДНК протекает быстро **. Аналогично при окислении 
в этих же условиях ТРНК затрагиваются, по-видимому, только 
те основания, которые находятся в петлевых участках 1. Более 
концентрированные растворы перманганата окисляют и нативную 
ДНК, хотя окисление начинается после заметного индукционного 
периода 130. Как уже отмечалось, природа продуктов окисления в 
этих условиях пока не выяснена. 

Реакция с четырехокисью осмия может быть использована для 
удаления тимина из ДНК '°*. Необходимость щелочной обработки 
для раскрытия цикла образующихся 5,6-диокси-5,6-дигидропири- 
мидинов делает данную реакцию неприменимой. пля ев 
апиримидиновой РНК, поскольку в отличие от ДНК ри Я 
легко гидролизуется в щелочных растворах до р ета 
тидов. Действие четырехокиси осмия также специфи 


- . в определенных 
шению ко вторичной структуре полинуклеотила» ную ДНК 132, 183 
условиях (см. стр. 334) реагент не окисляет на 


н 
и комплекс (поли-А) + (поли-О). При ДОСТОИН авеньев 
тРНК, по-видимому, происходит окисление ну 


1 
лишь в односпиральных участках `*. 


. 


т ыли обнару+ 
у. окисления днк и РНК б 
В низкомолек лярных роде ах с . а 
жены гуанидин И мочевина 36, 138, но не найден бнурет обра ующийся при 


окислении мономерных производных цитозина, 


#7 
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У, РАСЩЕПЛЕНИЕ ПОД ДЕЙСТВИЕМ а 
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расщепляются. ак, хотя ‚“ 
взаимодействии дезоксиаденозин-5’-фосфата с 0,05 М рать 
ионов Еез+ при рН 741 Зр 
ся неидентифицированные Пр 
дукты расщепления пуринового цикла 13 - 


› их количество, однако 
не превышает 6%’ от исходного нуклеотида *. Еще в меньшей сть, 


пени расщепляется гуаниновое ядро 1*. Конечными продуктауи 
расщепления урацила, его нуклеозидов и нуклеотидов 3 М рас. 
твором перекиси водорода при рН 9—9,5 Являются мочевина, рибо- 
осфаты рибозилмоче 


‚ а также 
В реакционной смеси 


ри малых кон: | 
моль/л) существенную 
ет образование радикалов, катализируе: 

› следы которых всегда 
смеси. Действительно, в присутствии 
комплексообразователя, как этилендиаминтетрауксусная 
кислота, расщепление остатков урацила и цитозина в полиуриди 
ЛОвой и полицитидиловой кислотах прекращалось или по кран 
неи мере резко замедлялось 140. 

ри щелочных значениях рН и высоких концентрациях пере- 
киси 1 окисление, возможно, идет по пути нуклеофильного при- 
соединения анионов НОО- по Двойной связи С:5—С-6 пиримидино- | 
вых производных 139, Относительная скорость модификации | 
различных нуклеотидов (о й 


Ле 250—300 ммк при нейтральных р 
трациях перекиси) падает в ряду 


производные производные = производные производные 
цитозина тимина аденина гуанина 


При повышении РН ско 
цила и тимина в раство 


перекиси водорода повы 
ща 


а- 
рость модификации производных М) 
рах при высокой концентрации о 
шается, тогда как модификация ПР + 


* О действии пе 


х мономерные 
рекиси водорода на нуклеиновые кислоты и их * с 
компоненты с образо 


ванием М-окисей см, стр. 388, 


Тура кот 
ЛеОЗИДЫ 1 
Продукта 


алых ке 
ественну? 
ализируе 
х ве 


аденина и гуанина мало зависит 139 от рН. При РН 
а реагируют й 
Я р руют с максимальной 


Побочным эффектом действия пе 
зиды и нуклеотиды является отщепле 
остатка (подробнее см. стр. 507). 

При облучении растворов производных н 
рентгеновскими лучами в присутствии ки 
процессы, во многом аналогичные тем, 
действием перекиси водорода. Это связа 
облучении тех же радикалов, что и при 
перекиси водорода 14?-144, 155—157, 


Показано (обзоры — см. 155-158), что при облучении рентгенов- 
скими и у-лучами в присутствии кислорода производные тимина, 
урацила и цитозина образуют гидроперекиси за счет присоедине- 
ния по двойной связи С-5—С-6. Эти гидроперекиси могут затем 
превращаться в гликоли и — в случае производных цитозина и ура- 
цила —в производные изобарбитуровой кислоты. Возможно, что 
подобный ряд превращений наблюдается и при действии перекиси 
водорода в присутствии ионов переходных металлов '24. Образую- 
щиеся продукты присоединения могут далее разрушаться. Де- 
струкция оснований под действием излучения довольно ма- 
ла 144, 155, 158, При малых концентрациях перекиси водорода в при- 
сутствии ионов Ее3+ она также, по-видимому, незначительна !2%. 
При действии на нуклеиновые кислоты перекиси водоро- 
да 122, 123, 140, 145, 46 или ионизирующей радиации“, 146, 155—158 на- 
ряду с модификацией оснований происходит интенсивная деструк- 
ция полинуклеотидной цепи. Однако, если реакцию с перекисью 
водорода проводить при низкой температуре, деструкцию удается 
в значительной степени предотвратить '®. Пользуясь значительным 
различием скоростей модификации оснований при высоких значе- 
ниях рН, можно добиться селективной модификации остатков ура- 
цила в составе РНК или тимина в составе ДНК. Так, при дей- 
ствии на суммарную тРНК из дрожжей 6 М раствора Е 
водорода при рН 10 и+1°С после 20 ч наблюдается т 2 
щепление остатков урацила в цепи, тогда как а Е ин- 
гуанина модифицируются только на 10—14% "®. у 

асщепления, образующихся 
формации о природе продуктов Р яет пока судить о 
под действием перекиси водорода, Не И" о дифика- 
возможностях применения этого реагента Д 
ЦИИ. 

Перекись водорода таюже пвалется редгелтом, урствительным 
по отношению ко вторичной структуре. р замедляется в при- 
цила в составе полиуридиловой ЩИ на модификацию 
Сузствим. Боди а и дезииовая кислота не влияет 140, 
полицитидиловой кислоты полиад 


рекиси водорода на нуклео- 
ние оснований от углеводного 


уклеиновых оснований 
слорода наблюдаются 
которые происходят под 
но с возникновением при 
радикальном разложении 


р. 
`` 
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Расщепление цикла оснований н 


уклеиновых кисл 


ТОТ нае 
ся и при действии органических перкислот Ча, та ла Ода, 
обработке этими реагентами ПРОИЗВОДНЫХ аденина и Иа 
были получены соответствующие №-окиси (см. стр. 388). тоЗина 
водными урацила, тимина и гуанина протекает асиа^ 20 


цикла. На примере реакции с М-х 
было показано, что уридин, тимиди 
нии уреидогликозиды 


Слот’ 
Ни гуанозин дают при о Е) 
: аналогичных 


Е модействие аниона 
перкислоты с нейтральной молекулой основания. В случае пири. 
мидиновых производных сначала, по-видимому, 

соединение аниона п 


происходит при. 
С образованием 
›б-окись, гидро- 
} диокси-5,6-дигидропроизводного. По- 
следнее соединение ее превращения, аналогич- 
ерманганата (см. стр. 473). 
при разрушении гуанинового цикла менее 
ясно. 


Таблица 7.12. Кинетика дег 
тимидина и гуанозина при 
М-хлорпероксибензойной кис 


радации уридина, 
40°С под действием 
лоты (рКа перкислоты 7,6) 148 


Оптимальное 
Нуклеозид значение рН 


Гуанозин..., 8,4 4,4 
Уридин..... 8,6 3,8 
Тимидин .... 8,6 0,7 


исследованиях полимеров. Од 
нуклеиновых кислот после сел ея 
ния или группы оснований необходимо провести специфиче 
расщепление фосфодиэфирных 0 лёкулы 
только те из них, которые соединяют с остальной ро ых я 
образующиеся после удаления оснований Ой ывнО ВЯ. 
свободным гликозидным центром. Эта проблема неразр 


в, рассмат- 
зана с химией фосфоэфиров и фосфодиэфиров углеводо 
риваемых далее, 
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ГЛАВА 8 


РАСЩЕПЛЕНИЕ №-ГЛИКОЗИДНЫХ СВЯЗЕЙ 
В НУКЛЕОЗИДАХ, НУКЛЕОТИДАХ И ИХ ПРОИЗВОДНЫХ 


1. ВВЕДЕНИЕ 


Реакции гидролиза гликозидных связей в нуклеозидах, нукле- 
отидах и нуклеиновых кислотах сыграли в свое время важную роль 
в установлении строения этих соединений. В настоящее время они 
находят широкое применение при анализе нуклеотидного состава 
нуклеиновых кислот и изучении их первичной структуры. 

Известные методы расщепления М-гликозидных связей в нукле- 
озидах, нуклеотидах и нуклеиновых кислотах можно условно под- 
разделить на две группы: 1) прямые методы расщепления 
М-гликозидных связей в обычных нуклеозидных звеньях под 
действием кислот или, реже, оснований; 2) косвенные методы, в ко- 
торых лабилизация М-гликозидных связей достигается предвари- 
тельной модификацией гетероциклического основания или сахар- 
ного остатка. Реакции гидролиза гликозидных связей после моди- 
фикации оснований, не приводящей к нарушению их ароматиче- 
ского характера, мы относим к прямым методам. 


И. ГИДРОЛИЗ М-ГЛИКОЗИДНЫХ СВЯЗЕЙ, 
КАТАЛИЗИРУЕМЫЙ КИСЛОТАМИ 


Отщепление гетероциклических оснований при нагревании ну- 
клеиновых кислот с минеральными кислотами было описано уже 
в первых исследованиях, посвященных этому классу соединений \ ?. 
Общую схему реакции можно представить в следующем виде: 


" ыы. ‚ 
В"ОСН» о М В"ОСН» о хи 


Но 6 он + р. 
Н 


во В 80.8 
ВЕН или ОН; Ви В” атомы водорола или незамещенные 
и замещённые фосфатные группировки 
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ЛИкКоЗи 


Для отщепления оснований используют водные м 
личных сильных неорганических кислот (НС, НВг, Н, О, ть 
ряда органических кислот (ССБСООН, НСООН, СН. С “0, 
также сульфокатиониты в Н*-формез. Ввиду разнообразия 
вий (рН, температура, продолжительность реакции) 


› Применяец 

: 5 ЛОМ 
для кислотного гидролиза М-гликозидных связей в различ 
нуклеозидах (например, табл. 8.1), а также МОНО-, ОЛИГО- и поли, 


нуклеотидах, обычно трудно провести количественное срав ни 
данных различных авторов. В то же время исследован я кинети 
кислотного гидролиза М№М-гликозидных связей немногочисленнь 
касаются почти исключительно нуклеозидов (табл. 8.2 и 8.3). Вее 
же из совокупности имеющихся к настоящему времени данных 
можно сделать некоторые достаточно определенные выводы о 
связи строения соединений с их лабильностью к кислотному гидро- 
лизу. 2’-Дезоксирибозильные производные гидролизуются в 100— 
1000 раз быстрее соответствующих рибозильных производнь 


Таблица 8.1. Условия кислотного гидролиза ряда 
нуклеозидов 


Условия, необходимые для отщеп- 
ления гетероциклического 
основания на 100% 


Литера- 
Нуклеозид 


тура 


Дезоксиаденозин 
Аденозин . я 
Дезоксиуридин ‹ 
Уридин..... 


0,002 н. НС!; 100°С; 1 ч 
0. н. НС; 100°С; 1 ч 
0,2 н. НС!; 100°С; 2 и 
3 н. НС1; 125°С; 4 ч 


«о дайя 


2 мы 


8 
Таблица 8.2. Кинетические параметры кислотного гидролиза нуклеозидов 


во = ДН], где № — константа скорости ги 
р : АН, — энтальпия активации; 15 Р 


равная 15 Ко + АН, /2,ЗЮТ 


НИИ 
дролиза (первого порядка) при данном ЕЕ я 
— величина, пропорциональная энтропин активац 


Исходное соединение | Е м | ЕР 
5-Окси-2’-дезоксиуридин.... 1,4 ТОВ. 19,2 т 
5-Бром-2’-дезоксиуридин ыы Ы. 4,4 0. 31,0 148 
5-Хлор-2/-дезоксиуридин м <, 4,0 т 31,0 148 
5-Фтор-2’-дезоксиуридин Е 4,2 . 10 31,0 х 
1-(7'-Дезокси-В-Р-ликсофуранозил)- Е 14.8 

Урания: зы. р? 4.0 - 10, 31,0 10.0 
5-Метил-2’-дезоксиуридин (тимидин) 2,2 - 10, 25,1 14,2 
О МВВОксиУридини а... 1,3 - 10, 31,0 104 
2’,3’-Дидезокси-3’-иодуридин .. 5,8 - 10. 31,0 6,1 
5-Оксиуридин....... Ад 5,1. 10 20,0 


* Для данного соединения Ё1 не зависит от рН. 


Литер 
тура 
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внутри каждого из этих классов производные пуринов гидроли- 


а быстрее, чем производные пиримидинов (см. 
табл. 8.3). 


Таблица 8.3. Кинетические параметры кислотного гидролиза 
нуклеозидов и их монофосфатов при рН 1 


для производных аденина, гуанина и тимина 1 1 линейно зависит от рН; для производных 
цитозина в интервале рН 1—4 величина 15 #1 от рН не зависит (см. рис. 8.1) ы Я 


Исходное соединение Вт, сек 1 АНа, 
при 37°С ккал/моль 

97 ПеЗОЕСИЯЛЕНОВИНЫ А а И, не. 43:10“ 6,9 
9/- Дезокоигучнозин‚. ом а ца 8,3 - 10 8,1 
2’-Дезоксицитидин . Ор 11.10 = 
ОИ еЗОКоИУриДи А а с ие та — 
ол... 3,6. 10, 6,0 
аи а ок | 9536 10, 11,5 
ПИТА: а ка реж ати 105 — 
Уридин.... ь . ПЕ —= 


2'- Дезоксиаденозин-5’-фосфат ......... 
Аденозин-5’-фосфат ......... 
Аденозин-2”(3’)-фосфат 

2’- Дезоксигуанозин-5’-фосфат 
Гуанозин-2/(3”)-фосфат. ..... 

2'- Дезоксицитидин-5’-фосфат. . 
Тимидин-5’-фосфат ........ 


522 >— 005 
>©ю > & © > 
= 
| 


* Получено экстраполяцией из данных табл. 8.2. 


Механизм реакции. Исследованию механизма кислотного гидро- 
лиза М-гликозидов, и в частности нуклеозидов, посвящен ряд ра- 
бот 10-16. Тем не менее существующие к настоящему времени пред- 
ставления на этот счет остаются в значительной мере гипотетиче- 
скими. Предложенные различными авторами варианты механизма 
кислотного гидролиза М-гликозидов представлены на схеме (см. 
стр. 488). 

Для большинства исследованных нуклеозидов показано, что 
скорость их кислотного гидролиза линейно зависит от концентра- 
ции водородных ионов (рис. 8.1). Следовательно, ионы водорода 
должны принимать участие в стадии, определяющей общую ско- 
рость гидролиза. Согласно механизму, изображенному на схеме, 
атаке протоном может подвергаться либо гликозидный атом азота 
(путь |-> Па-—*[\), либо циклический атом кислорода углевод- 
ного остатка (путь 1-> Ив» Ша). Первый механизм был отверг- 
нут на основании того, что в случае М№-гликозидов ароматических 
аминов протонирование гликозидного азота подавляет гидролиз !". 
Однако недавно для объяснения ряда особенностей гидролиза пи- 
римидиновых дезоксирибонуклеозидов Иа был предложен сходный 


В=Н или ОН 


РБ ое. ЗИ нк 
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механизм, включающий протонирование пиримидинового ядра (см. 
стр. 491). 

В настоящее время общепринятым является механизм, предпо- 
лагающий в качестве первой стадии протонирование циклического 
кислорода углеводного остатка (1-Пв) с последующим раскры- 
тием фуранозного цикла рибозы (или дезоксирибозы) * и образо- 
ванием промежуточного продук- 
та типа четвертичного шиффова 
основания (Па). В соответствии 
с этим механизмом скорость ре- 
акции кислотного гидролиза ну- 
клеозидов должна определяться 
двумя основными факторами: лег- 
костью присоединения протона по 
циклическому кислороду (равно- 
весной концентрацией протониро- 
ванного по кислороду промежу- 
точного продукта Ив) и лег- 
костью раскрытия фуранозного 
цикла. Последняя должна зави- 
сеть от устойчивости промежуточ- 
ных продуктов Ша и ШБ, т. е. от 
способности  гетероциклических 
оснований  стабилизовать ЭТИ 
структуры за счет подачи элект- 
ронов. С точки зрения такого ме- 
ханизма различия в скоростях 
гидролиза между дезоксирибону- 
клеозидами и рибонуклеозидами рис. 8.1. Зависимость константы ско- 
вызваны отрицательным индук- рости (первого порядка). гидролиза 
тивным эффектом гидроксильной  нуклеозидов. от РН при 37 (сплошные 
группы при С-2” в рибопроизвод- кривые) и 23° С (пунктирные кривые) 
ных. Этот индуктивный эффект 
затрудняет протонирование циклического кислорода и дестабили- 
зует промежуточные продукты типа Ша и 016**. Аргументами 
в пользу такого объяснения может служить то, что замещение 
атомов водорода гидроксильных групп в углеводных остатках Ну- 
клеозидов на более электроотрицательные группировки, например 
на  тозильную*, 2 4-динитробензоильную 1 или замещение 


» В случае кислотного, гидролиза 1-№- (В-Р-рибофуранозил) -индола ое 
тельно было показано „образование промежуточного продукта с раскрытием 
о цикла "". 
ни зрбаИ механизма, предполагающего ооо еррееий 
ние протонированного основания (путь 1—>— 1%), АеНИЫ А = ик 
стители в углеводном остатке должны затруднять обе стад р р 
вание ядра, так и разрыв М-гликозидной связи. 


490 


ГЛ. 8. РАСЩЕПЛЕНИЕ М.Г лИкК‹ 


гидроксильной группы на атом иода8 (см. табл. 80 
заметное уменьшение скорости гидролиза, в то в 
дезоксинуклеозиды гидролизуются еще быстрее, 
щие 2’-дезоксинуклеозиды 20. (табл. 8.4). 


) вызыва,. 
ремя как 27, “" 
Чем соответь 


ТСТВук. 


Таблица 8.4. Кинетические параметры кислотного гил 


тролиза 

(1 н. НС! 100°С) рибо- и дезоксирибонуклеозидов8 

Исходное соединение ее Вл, сек 
ЕВ сес ое ИИ зе: 
о А .| За 5 ч гидролиз — 

на 5% 

2’- Дезоксиуридин ЗА 104 61-10 
ео : 56 28 10—* 
2,3’-Дидезоксиуридин в, 8,2 1,6. 10-3 
3’-Дезокситимидин. ..‘° $ 7,2 1,5. 10-3 


Большую легкость гидролиза пуриновых нуклеозидов по срав- 
нению с пиримидиновыми принято объяснять переносом протона 
от протонированного по М№-3 остатка пурина на циклический 
кислород сахара 15, 12. Перенос осуществляется, по-видимому, в син- 
конформации нуклеозида, когда атом №.-3 остатка пурина и цикли- 
ческий кислород рибозы сближены (см. стр. 142). При этом пред- 
полагается, что протонированные пуриновые нуклеозиды могут су- 
ществовать в таутомерной форме, в которой протон находится при 
атоме №-3 (хотя достоверных данных о существовании таких тауто- 
мерных форм в настоящее время не имеется) или же по №-3 при- 
соединяется второй протон, т. е. образуется дважды протонирован- 
ный по пуриновому ядру промежуточный продукт. Этот процесс 
на схеме (см. стр. 488) изображен равновесием [ = Пб = ПЬ, где 
Х соответствует М-3 в пуриновых производных. Такое объяснение 
представляется, однако, маловероятным, так как в соответствии 
с предполагаемым механизмом скорость гидролиза М-гликозидов 
определяется не столько скоростью протонирования по цикличе- 
скому кислороду сахара, сколько стабильностью оао 
при этом промежуточного продукта (протонированного по цикли- 
ческому кислороду, Пв на схеме). Большая легкость гидролиза п 
риновых нуклеозидов обусловлена скорее большей  обвоты 
пуринов по сравнению с пиримидинами стабилизовать о я 
ный заряд в промежуточных продуктах типа Ша или 1 т 
возможным объяснением различии в скоростях ние о 
вых и пиримидиновых нуклеозидов и ны 
гидролиз пиримидиновых производных а вого ядра 
низму, заключающемуся в протонировании и - М-гликозидной 
< последующим мономолекулярным расщепление 
связи (см. стр. 491). 


ЦОВ ПО Са 
Сом протон 
ЦИКЛиЧескиЕ 
[МОМУ, ВС 
На И Цикл 
этом пре 
Ы МОГУТ С" 
одится п 
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1. Влияние структурных факторов на кинетику 
гидролиза пиримидиновых производных 


Заместители в ядре. В ряду дезоксирибозилурацилов * введе- 
ние в положение 5 пиримидинового ядра как электронодонорных 
(-ОН, -СНз), так и электроноакцепторных заместителей (-Вг, -С1, 
-Е) заметно повышает скорость расщепления гликозидной связи 
я 5%-ной трихлоруксусной кислотой за 30 мин при 


Степень расщепления 


Исходное соединение гликозидных связей, 

% 
2’-Дезоксицитидин ее... 76 
2 -Дезоксиуридин о нем. 3 
Тимидин Е о: 4,3 
5-Фтор-2’-дезоксиуридин. ........ 13 
5-Хлор-2'-дезоксиуридин......... 17 
5-Бром-2/-дезоксиуридин......... 16 
о-Дезоксиа Денозин с ме. 96 
2'-Дезоксигуанозин ^. линь. . 100 


Об этом же свидетельствуют и данные табл. 8.2 8. 

Влияние электронодонорных заместителей может быть принпи- 
сано стабилизации ими промежуточных продуктов типа Ша и 16. 
Однако влияние электроноакцепторных заместителей не может 
быть удовлетворительно объяснено в рамках механизма кислот- 
ного гидролиза, предполагающего промежуточное протонирование 
циклического кислорода остатка сахара Иа (схема на стр. 488, 
путь 1-» Ив). Ввиду этого был предложен альтернативный меха- 
низм кислотного гидролиза урацильных дезоксирибонуклеозидов — 
протонирование пиримидинового ядра (вероятно, по атому 4-эк- 
з0-О) с последующим мономолекулярным расщеплением М-глико- 
зидной связи: 


[е) сон <о-н 
29 
ув Сы ®- 
носн, ‚ М\ НоСН, о В носн. 6 + (0 
ыИ та АРА > н 
но но чо 


нстве случаев гидролизуются настолько мед- 
для них провести не удается ®, 9 
5-Окснуридин гидролизуется, однако, с заметной ско- 


* Рибозилпиримидины в больши 
ленно, что прямые кинетические измерения 
(см. также табл. 8.3). 
ростью 8 (см. табл, 8.2). 
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ты 


В соответствии с указанным механизмом Па 


элект 
ные заместители при С-5 облегчают стадию протониров о о. 
римидинового ядра, а электроноакцепторные — р ания 


ной связи. 


Такое предположение соответствует наблюдаемым 
в характере влияния электронодонорных н э 
заместителей на кинетические параметры реакции кислотного 1, 
ролиза пиримидиновых дезоксинуклеозидов. В то время как ву 
дение электронодонорных групп по С-5 понижает Как энтропи 
так и энтальпию активаци Рные группы г“ 
С-5 влияют только на энтроп вакции гидролиз 
(см. табл. 8.2). т: 


Аналогичный механизм пригоден, по-видимому 
ния особенностей кисл 


›азр ЫВ ГЛИКоз 


Различия, 
и троноакцепторнь 


Е 


Зводных Дезокси- 


НО 
м1 
Введение метильной группы по С-5 цитозинового ядра не ока- 


зывает значительного влияния на скорость расщепления гликозид- 
ной связи (гидролиз 0,4 н. серной кислотой при 100° С) 23 24; 


НО 


1.104, 

Исходное соединение сек! 
ИИ то. о 3,7 
2'-Дезоксицитидин-5/-фосфат ВЕ 0,6 
2’- Дезоксицитидин-3,, б’дифобвав и. 0,28 
5-Метил-2’-дезоксицитидин. .... 11!’ 2,9 
5-Метил-2/- дезоксицитидин-5/-фосфат м а 0,58 
5-Метил-2”-дезоксицитидин-3°, 5’-дифосфат ... 0,27 
Тимидин..... ты О а 0,34 


езоксицитидине 
* Имеются, однако, данные 2?, что гликозидная связь в д 


1 0° С дости- 
легко расщепляется уже при РН 6,8 (полное расщепление при 10 
гается за 4 ч). 
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Ацилирование экзоциклической аминогруппы в дезоксицити- 
дине приводит к заметной лабилизации М-гликозидной связи 25, 26, 
Так, при гидролизе 4-экзо-М,3’-диацетил-5’-тритилдезоксицитидина 
80%-ной уксусной кислотой (100°С, 5 мин) в продуктах реакции 
были обнаружены заметные количества цитозина и 4-экзо-М№-аце- 
тилцитозина 25. Среди пиримидиновых нуклеозидов и нуклеотидов 


наиболее лабильна к действию кислот М-гликозидная связь в произ- 
водных изоцитидина \1] 1», 27, 28, 


[®) 
н 
НОСН,» о м мн 


ПИЗа дезоке, но он 
УИ 


Нь | 
- Сам изоцитидин является одним из немногих пиримидинрибо- 


Ан нуклеозидов, который с заметной скоростью гидролизуется раз- 
бавленной уксусной кислотой ?7. Обычное объяснение повышенной 
о лабильности изоцитидиновых производных к действию кислот за- 


ключается в том 12, что экзоциклической аминогруппе в пиримиди- 
новом ядре приписывают способность переносить протон на цик- 
лический атом кислорода в углеводном остатке (возможные аргу- 
менты против этой точки зрения — см. стр. 490). 
Однако в рамках механизма кислотного гидролиза, предпола- 
гающего протонирование циклического кислорода остатка рибозы, 
ока: лабильность изоцитидина к кислотам можно скорее приписать ста- 


да И билизующему влиянию аминогруппы на промежуточные продукты 

я ли типа Ша и 116. С точки зрения альтернативного механизма про- 

8] ый тонирование ядра изоцитидина должно облегчать разрыв М-глико- 
зидной связи в большей степени, чем в 2-кетопиримидинах, так 

, как в этом случае положительный заряд распределен между №-3 

з и 2-экзо-М: 

И (6) о 

рб | | 

, + 

И Ра | Мн 

ж. 

у Умн Ан 

У 

и к в 


В — остаток рибозы или рибозофосфата 


404 ГЛ. 8. РАСЩЕПЛЕНИЕ М-Глик‹ 
—__ 


——ЗИДНЫх 


Насыщение двойной связи С-5— 
пиримидинового ядра в нуклеозида 
значительно облегчает кислотный 
как для рибо- 


С-6. Нарушение арома- 

ХИ их Фосфатных п и НОС 

гидролиз М-Гликозиду 

‚ так и для дезоксирибопроизводных 29-3 
Й среде аналогичн 

тоятельство был 


“ДНЫх 
ВЯЗи 


„^^ “Табидь, 
а стабильное, 


о ИС пОЛЬЗОВан, 
из продуктов МЯГКОГО кисл 


НЫХ дезоксицитидина И ТИХ 


ОЙ 


-Ддезоксирибозы 
ного гидролиза 5,6-дигидропроизвод 
Дина 32—34 (например, после нагреван 
с 0,1 н. соляной кислотой). При обр 
бромной водой образуются 5 

УПТ (см. стр. 330), в 
бильна 35—37 
ботке; 


ОВ 
ЗОИЗВОДные 
которых М-гликозидная СВЯЗЬ 


Весьма ла. 
и легко расщепляется при мягкой КИСЛОТНОЙ обра. 


{© 


- (2’-дезокси-В-О-пентозо- 


зано, что 1- (2’-дезокси-В-Р-ликсо- 
фуранозил)-урацил 1х гидролизуется кислотой с заметно большей 
‘дезоксиуридин (см. табл. 8.2). 


НОСН, о Ао 
(е 


ОН 


НОВ ии 

В 0. 

и рае 

Иер”. П-ЛИВС. 

кс боль 
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и обусловлено особенностями кон- 
ие а производных. 
ноакцепторных заместите выше (см. стр. 489), введение электро- 
лени в углеводный остаток понижает, а 
удаление гидроксильных групп значительно повышает скорость 
кислотного гидролиза гликозидных связей в пиримидиновых произ- 
водных. М-Гликозидные связи в фосфорилированных 2’-дезоксири- 
бозилпиримидинах в условиях кислотного гидролиза значительно 
более устойчивы, чем в соответствующих нуклеозидах 23 2“ (см. 
стр. 492); эта устойчивость возрастает при переходе от моно- к ди- 
фосфатам. Такая закономерность связана, по-видимому, с тем, что 
недиссоциированные (в условиях кислотного гидролиза) фосфат- 
ные группы являются довольно сильными электроноакцепторными 
заместителями, поскольку атом фосфора в них несет частичный 
положительный заряд. 
Противоположное влияние на стабильность гликозидной связи 
в производных уридина оказывает наличие 3’,5’-циклофосфатной 
группировки 3%, 39. Уридин-3”,5’-циклофосфат Х очень быстро гидро- 
лизуется | н. соляной кислотой (при 100°С время полупревраще- 
ния составляет 8 мин), причем основным продуктом гидролиза яв- 


ляется урацил (67%) 38. о 
в. 
СН 
/ о М © 
О. 
ее 
ОН 
НО О 
х 


Аналогично ведет себя тимидин-3/,5’-циклофосфат ®, но не цити- 
дин-3’,5”-циклофосфат, дающий в этих условиях лишь следы цито- 
зина 38. Такая значительная лабилизация М№-гликозидных связей в 
производных урацила, по-видимому, обусловлена особенностями 
конформации остатка сахара (см. стр. 131). 


2. Влияние структурных факторов на кинетику 
гидролиза пуриновых производных 


Замёстители в ядре. М№-Гликозидные связи В производных гуа- 
нина более лабильны к действию кислот, чем в производных аде- 
нина, причем это характерно как для рибо-, так и —- дезоксири- 
босоединений (см. табл. 8.3 и рис. 8.1). нкоВ ре . ь р: 
чивости по отношению к кислотам увеличиваетс овыше- 


нием рН. 


ГЛ. 8. РАСЩЕПЛЕНИЕ Гликоз 


Ряд изменений в экзоциклических заместителях адени ь 
гуанинового ядер вызывает уменьшение стабильности вов Е 
ных связей в их производных. Как видно из данных та о 
замена аминогрупп в ядрах аденина и гуанина на гидро 
приводит к значительному понижению прочности М-глик 
связей; при этом производные ксантина (замещение в ре 
ва) гидролизуются легче, чем производные гипоксантина ее 
в ядре аденина). Мена 
Таблица 8.5. Кислотный гидролиз при РН 3,35 и 37°С 


дезоксиаденозина, дезоксигуанозина и их дезаминированных 
производных (&; — константы скорости гидролиза первого порядка) 


в'осн»ь ы 


Хх! 


Исходное соединение Формула 


Хх! (В=МН,; В’= 

ХИ (В=МНЬ; В’=Н) 

ХП (В=ОН; В’=РО,Н,) з 
Хх! (В=ОН; В’=РОзН,)| 9/7: 10-° 


Еще большее влияние на прочность М-гликозидных связей ока. 
зывает алкилирование пуринов по атомам №-3 и №-7 (табл. 8% 
см. также стр. 362) 41-56. 

Наличие заместителей по №-3 и №-7 в ядрах гуанина и аденина 
влияет и на скорость гидролиза ДНК, содержащей такие замещен 
ные основания (гидролиз при рН 7,2 и 37° С) ®: 

Время отщепления 
половинного 


Отщепляющийся пурин содержания 
основания, 


аместителей 


В ряду производных дезоксигуанозина введение 3“ хозид- 


(& |- 
по №-7 вызывает очень значительную лабилизацию АЯ 


М_—_—_— 


1 | Лив 
сек тура 


оли - р 
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ных связей “5. Как видно из данных табл. 8.6, №-7-замещенные 
дезоксигуанозины уже в нейтральной среде при достаточно низких 
температурах гидролизуются с заметной скоростью (примерно в 
10 тыс. раз быстрее, чем сам дезоксигуанозин). Природа замести- 
теля при М№-7 оказывает определенное влияние на скорость гидро- 
лиза, которая возрастает в ряду 


С.Н5- < СН;- < НОСН,СН,$СН,СН,- и СН,- < СоН5СН»: 


Причиной лабильности М-гликозидной связи в 7-М-замещенных 
дезоксигуанозинах является, по-видимому, сопряжение электронов 
№-гликозидной связи с катионным центром на №-7. Остается, одна- 
ко, непонятным, почему в ряду гуанозина аналогичное замещение 
по №-7 в значительно меньшей степени влияет на лабильность 
№-гликозидной связи к кислотному гидролизу “7, °', 5% 5? (см. табл. 
8.6). 

В еще большей степени (чем 7-М-замещенные дезоксигуанози- 
на) неустойчива гликозидная связь в 3-№-17, 54, 56 и 7-М-замещенных 
дезоксиаденозинах 56. Так, расщепление гликозидной связи в 3- и 
7-метилдезоксиаденозин-5’-фосфатах ХУ и ХУ на 50% проходит 
при рН Ти 37° С за 1,5 428 (см. также стр. 496). 

° В то же время в 1-М№-метиладенозине ХУГ и 6-экзо-М-метил- 
аденозине ХУП устойчивость гликозидной связи лишь незначитель- 
но отличается от таковой в самом аденозине “®, 50, 52, 53 (табл. 8.7). 
Причины этих различий не вполне ясны. 


МН. ыы МН» 
ы МА 
(1 «1 
+7 
(но)»ОРОСН, о № ы (Но)›ОРОСН: о ММ 
СНз 
но [Се] 
У ХУ 
МН» мНСН: 
М СН; 
/ Ги ( © 
2 2 
носн, о ММ носН: о ММ 
но он но он 
ХУ! ХУИН 
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Таблица 8.6. Влияние заместителей при №- 


7 на лабильность к кислотному 
гидролизу М-гликозидных связей в производных гуанина 


й в 


” 
в осн, о ММ МН» 
но в’. 
хШ 
Температура Время полу- 108 5 
Исходное соединение ХИ в в’ ви а РИ, превращения, Е ре 
Е Н ОН Н 0 5 1,9 10 9 
етНятуановин с И! СН: ОН Н 0 87 Ут РЙ 47 
7-Этилгуановин 11117 СН; ОН Н 0 37 9,9 2,0 47 
7-Метилгуанозин 111111 СН; ОН Н 0 50 1,6 12.0 49 
-Бензилгуанозин АСИ С«Н;СН» ОН Н 0 50 0,88 21 49 
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ан и. ел. Н Н Н 37 . 
ил" дезонсигуанозин- н г р НИТ 
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Таблица 85. Влияние различных заместителей на лабильность 


к кислотному гидролизу (1 н. соляной ки В 
‚ кислотой) М-глик а 
в производных аденина ) ликозидных связей 


в’ |8 
А 
№ 
ДЕ 
(12 
нос { 
Н» [@) мм 
ЕО: -ОН 
ХУШ 
С: 
|-\Ф] с 
в”. ы 
и Зы = 
АИ В в’ в” ВЕ я 
а е 
В: Е 
Аденозин ... Н Н Н|41| 759 | 24 | 52 
6-экзо-№-Метил- 
аденозин ... Н СНз Н |41| 7,9 | 24| 48 
6-экзо-М№,. №-Ди- 
метиладенозин . Н СНз СН 41| 10,5 | 18 53 
6-экзо-М-Изопен- 
тениладенозин › Н (СНз)С=СНСН2 н141| 6,0 | 3,2 | 52 
1-Метиладенозин . СНз Н Н | 41| 126 | 15 | 48 
1-Изопентенил - 
аденозин ... (СНз)С=СНСН» Н Н ых не ь = 
1-Метиладенозин . СНз Н Н |8 олный 
гидролиз 
за 10 мин 
< Н Н |80| Полный 50 
1-Бензиладенозин СН5СН2 оО 
за 5 мин 


Заместители в Углеводном остатке. Данные, позволившие бы 
оценить влияние различного пространственного а м 
оксильных групп В сахарных остатках на прочность а ЕЯ 
ных связей, практически отсутствуют. Скорости а. ры 
козидных связей в пуриновых нуклеотидах А т -ь к 
нуклеозидах различаются незначительно *›› осо я ое 
изводных аденина? (см. табл. 8.3). Фосфорилиро А в. 
щенных дезоксигуанозина заметно стабилизует т _ ты 
связь, скорость кислотного гидролиза ЕО в ыы 
леозид > нуклеозидмонофосфат > нуклеотид 


32* 


ГЛ. 8, РАСЩЕПЛЕНИЕ №-ГЛИиКко-, 
500 ыы 
у... .--.-.-.ь-Ь-ЬЬББ6———=—=ыы=—ыы—ы——ы—ы——__Ъ_Ъ_ 


ако, 


ДНК“ (см. табл. 8.6 и стр. 496). Имеются, одн аи 
скорости гидролиза аденозина, гуанозина и соответс 


ТЫе, что 
э ыы Ст ву ЮЩих 
2’(3') -монофосфатов в 6 н. соляной кислоте при 100°С 


примерн: 
равны ?'. Показано также 38, что расщепление М-гликозидных ы 
зей в пуриновых рибонуклеозид-3’,5 -циклофосфатах протекает 
значительно медленнее, чем в соответствующих Монофосфатах 
(гидролиз | н. соляной кислотой при 100°С): 
Время 
Исходное соединение полупревращения, 
мин 
Аденозин-3/,5'-циклофосфат Хх. . 30 
Гуанозин-3',5/’-циклофосфат 3 28 
Аденозин-5”- и аденозин-2”(3/)-фос- 
> а... 2—4 
МНЬ о 
М \ М 
{ м / мн 
2 р 
т о ММ _. о ММ мн, 
О. О, 
хх хх 
т (6) г он 
Н 
НО \. но \/ 
хх 


хх 


Эти различия связаны, по-видимому, с особенностями конфор- 
мации пуриновых нуклеозид-3',5'-циклофосфатов. 


3. Кислотный гидролиз М-гликозидных связей 
в полинуклеотидах 


При переходе от нуклеозидов и нуклеотидов к олиго- и поли- 


нуклеотидам основные закономерности, связывающие лабильность 
М-гликозидных связей по отношению к кислотному гидролизу со 
строением нуклеозидных звеньев, сохраняются (о влиянии фосфо- 
| рилирования гидроксильных групп остатков сахаров см. стр. 495 
| и 499). Однако кислотный гидролиз №-гликозидных связей в поли- 
пуклеотидах сопровождается расщеплением фосфодиэфирных свя- 
| зей *, причем в полирибонуклеотидах эти два процесса могут про- 
| текать независимо, а в полидезоксирибонуклеотидах расщепление 
| фосфодиэфирных связей под действием кислот протекает после 


отщепления основания от соответствующего нуклеотидного звена 
(подробнее — см. стр. 572). 
С Е 

* В кислой с 
также и в монону 


реде может происходить гидролиз фосфомоноэфирных связей 
клеотидах, см. стр. 542. 
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Отщепление гетероциклических оснований с одновременной 
деградациеи полинуклеотидной цепи является основой ряда ме- 
тодов анализа нуклеотидного состава нуклеиновых кислот 7. На- 
пример, для определения состава оснований как в ДНК, так и в 
РНК широко используется жесткий кислотный гидролиз, приводя- 
щий к расщеплению всех гликозидных связей. При этом полири- 
б030- или полидезоксирибозофосфатная цепь разрушается; угле- 
водные остатки подвергаются деградации. Чаще всего применяется 
гидролиз 70%-ной хлорной кислотой (100°С, 1 ч), 98—100%-ной 
муравьиной кислотой (175°С, 2 ч), реже — для гидролиза ДНК — 
обработка 6 н. соляной кислотой (100°С, 3 ч, в атмосфере угле- 
кислого газа) 57. Недостатком этих методов является частичное 
дезаминирование и разрушение гетероциклических оснований, что 
сказывается, естественно, на достоверности получаемых результа- 
тов". В несколько более мягких условиях (нагревание с 0,2 н. 
серной кислотой, 100°С, 35 мин) ДНК может быть расщеплена 2 
до пуриновых оснований и полипиримидиновых олигонуклеотидов = 
(подробнее см. 572). При обработке РНК 1 н. соляной кислотой 
(100°С, 1 ч) образуются пуриновые основания и пиримидиновые 
мононуклеотиды 51. 
Для ДНК, но не для РНК, легко осуществимо отщепление пу- 
риновых оснований (апуринизация) без существенного расщепле- 
ния фосфодиэфирных связей (табл. 8.8). 


Таблица 8.8. Отщепление пуриновых оснований и гидролиз 
фосфодиэфирных связей в ДНК и РНК. 

Значения констант скоростей реакций при различных рН (37° бе 
Еф константа скорости первого порядка гидролиза фосфодиэфирных связе 
константа скорости первого порядка отщепления пуриновых оснований {гуанин отщепляется 


й; Ап — средняя 


Исходный Е ф-108, 1105, Исходный Н #ф. 10°, п-108, 
полинуклеотид РН вн ман! полинуклеотид |: мин мин“ 
Н 780 РНК 2,4 6,4 1,2 
В - НЕ -= 2,0 12,7 27 
18 ем % 1,8 15,8 3,2 


Частичная апуринизация ДНК наблюдается ® уже при нагре- 
вании ее водных растворов в интервале рН 6,1—7,3 при 65— 
100°С (в этих условиях происходит также частичное отщепление 


цитозина 53). 
ит также частичное отщепление 


риновых ДНК для анализа ча- 
вых последовательностей в ДНК 


* Показано, что в этих условиях происход 
цитозина и тимина 2% 60. Об использовании апу 
стоты встречаемости различных полипиримидино 
см. стр. 575. 


^ 
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Е ИДНых 


Для количественного отщепления пуринов из ДНК имен, 
обработка разбавленной соляной кислотой (рН 1,6. 3; Ст 
67%-ной муравьиной кислотой (37°С, 18 ч) #1, ИЛИ Сульфок. 
нитами в Н*-форме 83. Другим вариантом апуринизации т. 
действие на ДНК тиольных соединений в присутствии кисло 
этом в цепи на месте пуриновых 


Е ИСлот: 
оснований возникают тиоацетал # 
ные группы. 5. 


о а 
5% хе. 
НО \ НО ов 
СН, Ри СНЬ 
& В5Н (Н*) он 5В 
Ежа а 


. 2 


К=С.Н;; СН›СоОН 


Для этих целей были использованы этилмеркаптан в присут- 
ствии концентрированной соляной кислоты (18°С, 14 4) %8 и 
98%-ная меркаптоуксусная кислота в присутствии хлористого цин- 


ка и сульфата натрия (37° С, 36 а) вв. Апуринизация ДНК с помо- 


енных методов сопровождается некото- 
эфирных связей %, 61-68, наименьшей пре 
уравьиной кислоты 61, 62. Е 
ожет быть использован также для более 
тех или иных пуриновых основании из 
состава ДНК после их предварительной модификации. Так, после 


оснований в составе ДНК действием 
азотистой кислоты (см. стр. 


416) при инкубации продукта при рН 
9,35 и Е З: 70-и отщепляется 94% ксантина ХХГ (продукта 
дезаминирования гуанина) 


дукта дезаминирования аде 


и только 22% гипоксантина ХХИ (про- 
нина 5; см. также табл. 8.5): 


‚ Ч ИИА ООО О Ве Е 


ист. 
| 


>. 
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В очень МЯГКИХ условиях — при значения 
тральному, и 37°С — от ДНК отщепляются 
замещенные по М-3 и М№-7 4“, 42, 45, 41, 54, 56 
условиях отщепляются 3-М-замещенные 


Для олиго- и полирибонуклеотидов, как уже отмечалось, отщеп- 
ление обычных оснований под действием кислот сопровождается 
гидролизом фосфодиэфирных связей, причем последний процесс 
идет даже с несколько большей скоростью, чем первый (см. 
табл. 8.8). Для коротких олигонуклеотидов в некоторых случаях 
удается расщепить более лабильные к действию кислот гликозид- 
ные связи с сохранением (частичным) фосфоэфирных связей. Так, 
при кислотном гидролизе динуклеозидмонофосфата ХрС удается 
выделить рибозил-(3” -> 5’) -цитидин ®, Известен, однако, пример 
(правда, пока единственный) избирательного отщепления от РНК 
в условиях кислотного гидролиза необычного минорного компонен- 
та. Недавно было показано, что в составе фенилаланиновой тТРНК 
из дрожжей имеется кислотолабильное основание, природа кото- 
рого неизвестна 79. При мягкой кислотной обработке (рН 2,9 при 
37°С в течение 3—4 4) это основание может быть отщеплено от 
ТРНК без сколько-нибудь существенной деградации полинуклео- 
тидной цепи ". 


х РН, близких к ней- 
пуриновые основания 
Особенно быстро в этих 
аденины 56 (см. стр. 496). 


Ш. РАСЩЕПЛЕНИЕ №-ГЛИКОЗИДНЫХ СВЯЗЕЙ 
В ПИРИМИДИНОВЫХ ДЕЗОКСИРИБОНУКЛЕОЗИДАХ, 
НЕ КАТАЛИЗИРУЕМОЕ КИСЛОТАМИ ИЛИ ОСНОВАНИЯМИ 


М-Гликозидная связь в ряде пиримидиновых дезоксирибонук- 
леозидов (дезоксиуридине, тимидине и 5-бромдезоксиуридине) гид- 
ролизуется Ча с заметной скоростью в нейтральной и слабокислой 
средах (рН 3—7). В этом интервале рН скорость гидролиза прак- 
тически не зависит от рН и ионной силы среды (табл. 8.9). 


Таблица 8.9. Кинетические параметры гидролиза ряда 
пиримидиндезоксирибонуклеозидов в нейтральной 

* о 
и слабокислой средах при 95° С 


&1:108, сек я 
к ккал/моль э. е. 
в. при рН 4 [при РН в при РН 7,0 
32, 8,7 
%-Дезоксиуридин ... 3,0 3,1 ей о +87 
имидин и. ее ве 1,3 2 ; я х 
ее ы я Е но т. 
ДИН Ба 


Как видно из табличных данных, электронодонорные замести- 
тели в положении 5 урацильного ядра понижают, а электроноак- 
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рость гидролиза М-гликозидной 
Величины ло 


от рКа диссоциации протона при №-1 в соо 
диновых основаниях. Исходя из эти 
положение, что реакция г 
ному механизму. 


ГУ. РАСЩЕПЛЕНИЕ М-ГЛИКоЗиД ных СВ 
М-Гликозиды, 


нуклео- 
© В те- 
(но не 
ческие 


чение | 4, аденозин 
гуанозин) в этих 
основания 72: 


Исходное соединение 


Степень расщенления 
гликозидной связи, % 


Аденозин А 28,5 
2'-Дезоксиаденозин р 23 
ГуаноЗи не ыы" 0 
2’ Дезоксигуанозин я 4,5 


легко происходит количественное отшепленне 
аденина (время полупревращения 36 мин)3$, 73, та. 


(Юь 
Чеки 


1%. РАСЩЕПЛЕНИЕ М-ГЛИКОЗИДНЫХ СВЯЗЕЙ В ЩЕЛОЧНОЙ СРЕДЕ 


гой ти Г - 

а Ее М-гликозидных связей под действием 
лля нуклеозидов, в кот 

ы я : оторых гидроксильная 
а на сульфониевую.  апремер. ВАО 
и и. ХУ и $-аденозилметионин ХХУ при дей- 

творов п й 

м, р целочей на холоду отщепляют осно- 


МН 
М х 
ден | МН ( Г 
СНз ы ( Г т М 
в-5—@ о мм м — 
ЖЕ о 
сн о 
но он | \/ 
ххи\у (В= СНз) Н 
но он 


хху (К= сньсньСНСоОН) 
МН. 


Аналогичная реакция известна также для производных уридина 


и инозина 77. 

„Для некоторых пуриновых Н 
ной связи происходит после ра 
рина под действием щелочей. 
(небуларин) ХХУГ и его 6-метил-, 


уклеозидов расщепление гликозид- 
скрытия имидазольного цикла пу- 
Так, 9- (В-Э-рибофуранозил) -пурин 
6-хлор- и 6-метилмеркантопро- 


к НМ 
ной {9 т Е: 
НоСНЬ о № НоСН» о НМ № НМ д 
— -+ 9 
Нм м 
но он но ОН 
хх\1 | 


вии разбавленной щелочи сравнительно легко 
оответствующих 5,6-диаминопиримидинов 78—80. 


этого типа см. гл. Г. 


изводные при дейст 
гидролизуются до с 
Подробнее о реакциях 
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У. ДРУГИЕ РЕАКЦИИ, ПРИВОДЯЩИЕ К РАСЩЕПЛЕНИЮ 
ГлИКОЗИДНЫх СВЯЗЕЙ 


Расщепление гликозидных связей «непрямыми Методами» 
жет быть проведено либо путем предварительной деструкции. 
роциклических оснований, либо после модификации левое 
остатков, приводящих к лабилизации М-гликозидных связей. = 

Деструкция оснований особенно широко испол ке 
пиримидиновых производных. Наиболее важными и широко г 
меняемыми реакциями этого типа являются расщепление тарима. 
диновых оснований в составе нуклеозидов и нуклеотидов? а также 
РНК“! и ДНК ® 5 гидразином и расщепление производных урн. 
дина (как мономерных, так и в составе РНК) 8-0 гидроксилами. 
ном (06 условиях проведения и механизме этих реакций см. гл. 7 
о применении — гл. 10). В результатё деструкции оснований Пири: 
мидиннуклеотидные звенья в составе нуклеиновых кислот превра- 
`щаются в рибозил (дезоксирибозил)-гидразинные или -гидроксил. | 
аминные звенья, в которых М№-гликозидная связь легко расщеп. | 
ляется 8% 9,91 при умеренно кислых значениях РН (--4). — 

Расщепление пиримидиновых оснований в составе РНК до 
рибозилмочевинных звеньев происходит также при действии кон: 
центрированных растворов перекиси водорода при рН 9—10*. 
В составе ДНК пиримидиновые основания могут быть разрушены, 
кроме того, обработкой окислителями — водными растворами 
КМпО; %% * и 050.%. При действии перманганата может проис- 
ходить также побочное разрушение гуанина 9*. При окислении 030; 
с наибольшей скоростью разрупгается тимин 35 (подробнее о реак- 
циях этого типа см. стр. 476). 

Описано °8 специфическое удаление остатка цитозина из дину- 
клеозидмонофосфата путем окисления до 3-М-окиси с последующей 
щелочной и кислотной обработками (подробнее см. 455). 

Избирательное разрушение пуриновых оснований как в составе 
нуклеозидов и нуклеотидов, так и в нуклеиновых кислотах наблю- 
Дается при так называемых «фотодинамических реакциях» — облу- 
чении моно- или полинуклеотидов видимым светом в присутствии 
ряда акридиновых или тиазиновых красителей 97-160 (подробнее — 
ем вл. [2)'. | 

В ряде случаев ослабление гликозидной связи в нуклеозидах 
вызывается модификацией углеводного остатка. Так, перйодатно? 
окисление рибонуклеозидов, 5’-рибонуклеотидов и З’-концевых ты 
бонуклеотидных звеньев (со свободной ОН-группой при С-3 в 
пользуемое при ступенчатой деградации полинуклеотидов (<\. 
стр. 64 и 531), значительно лабилизует гликозидную связь. 

Особым случаем периодатного окисления, приводяжим 
лению основания, является окисление остатка псевдоури, 
составе РНК 12. Гликозидная связь в этом случае не затраг 
(подробнее см. стр. 609). 


зуется в 


к уда- 
дина в 
вается 


и г 
носн. о № носн, — `\ и 


о 
+. Ге) НОСН М 
104 СеН5МНМН» 0 Н* ые 
—> —`—`>» —» | 
| ( || х 
О-о 


ы- М м: 


но он 


СьНз СН; 

Под действием производных карбодиимида '93 или уксусного ан- 
гидрида 10 в диметилсульфоксиде происходит отщепление основа- 
ний от дезоксинуклеозид-5’-фосфатов или олигодезоксинуклеотидов 
с нефосфорилированной концевой ОН-группой при С-3’. В этих 
условиях ОН-группа при С-3” остатка дезоксирибозы окисляется 


о до карбонильной и гетероциклические основания отщепляются по 
ъ механизму В-элиминации *. 


[0 мА К 
вОСН» м вОСН: о М О 
НЫ, О. т 
а — —> | 
Н 
ОИС 
+0, но [@) 
| В— замешенная или незамещенная фосфатная группа 
Ну Другим примером реакции отщепления основания в результате 
[ей модификации остатка сахара может служить взаимодействие пере- 


киси водорода в присутствии Рез® или разбавленных а 
гидроксиламина (генерирующих в присутствии Е: ыы — и 
перекисные радикалы) с нуклеозидами, нуклеотидам ая р 
клеотидами 195-196. Одним из происходящих при этом а СЁ 
ляется атака перекисными радикалами Ио ОЕ 
остатка сахара с окислением до производного ри и я аЬвад. 
х рибоновой) кислоты 195—106, Гликозидная сь 5 нений 105, 106. 
ных крайне лабильна, что приводит к отщеплен 


й < У носнь 
и носн, м ноСнН, о № о \Е 
Я (о) но о+ | 
о = | 
‘оон он 
|’ в 


но В ВН —_ 
и ВЕН или ОН 


эградации ДНК см. стр. 66. 


я ступенчатой д 
* О применении этого метода дл уп 
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` СВЯ 


Легкость протекания этих реакций (в ряду дезоксирибон\ Клео 
зидов) зависит от природы основания и уменьшается в ряду т 


>А>С> 61%. Сходная реакция наблюдается при облучения ДИК 
2) 


видимым светом в присутствии солей железа !б7 (см. гл. |2 
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ГЛАВА 9 


РЕАКЦИИ УГЛЕВОДНЫХ ОСТАТКОВ 
НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ 


У | 
мм 

‚в 
В} (& 
т 1. ВВЕДЕНИЕ 
ре 
От, 
Тито, В молекулах ДНК все функциональные группы углеводных 
ору, А остатков нуклеотидных звеньев, находящихся в середине полимерной 

цепи, замещены и свободными являются лишь гидроксильные груп- 

. И, пы концевых остатков дезоксинуклеотидов. В большинстве случаев 
а природные дезоксиполинуклеотиды и дезоксиолигонуклеотиды — 
а продукты их расщепления — содержат на 5’-конце цепи (см. при- 


мечание на стр. 44) остаток фосфорной кислоты. Таким образом, 
АТИ единственной свободной функциональной группой углеводных 
, остатков является гидроксильная группа 3’-концевого остатка ну- 
клеотида. В циклических ДНК даже эта единственная группа от- 
сутствует. В противоположность этому в молекулах РНК каждое 


Агсй, Вр нуклеотидное звено, находящееся в середине полимерной цепи, со- 
4 (09. держит свободную гидроксильную группу при С-2 остатка рибозы, 
6. а 3’-концевой нуклеотид цепи имеет незамещенную 2’,3’-цис-гли- 


кольную группировку. В аминоацил-тРНК по одной из гидроксиль- 
ных групп 3’-концевого остатка нуклеотида присоединяется слож- 


0 (19651. ноэфирной связью остаток аминокислоты. 
90, Для гидроксильных групп моносахаридов и их производных 
50 характерны три типа реакций (подробнее см. !): замещение атома 


водорода гидроксильной группы под действием электрофильных 


я 155 агентов; окисление, приводящее к образованию кетонной группы 
з или расщеплению С—С-связи, и, наконец, замещение у атома угле- 
365}. рода под действием нуклеофильных агентов. 


В производных нуклеиновых кислот наиболее исследованы ре- 
акции первой группы — ацилирование и алкилирование по гидр- 
оксильной группе остатка сахара, а также реакции присоединения 
к олефинам с поляризованной двойной связью, например, к вини- 
ловым эфирам. Эти реакции применяются для определения конце 

` вых групп в олигодезоксирибонуклеотидах (см. гл. 1), а также для 
изучения вторичной структуры и функциональных исследований в 
ряду полирибонуклеотидов, особенно тРНК. Очень важное зна- 
чение имеют реакции такого типа для мономерных компонентов 
нуклеиновых кислот: нуклеозидов и нуклеотидов, где они 
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используются для введения защитных группировок в у леводи 
остаток. 

Нужно отметить, что гидроксильные группы углеводных ост. 
ков в полинуклеотидах не являются единственными или даже ва, 
более нуклеофильными центрами молекулы: действие электрофиль, 
ных агентов может затрагивать, кроме того, атомы азота гетег. 
циклического ядра (см. гл. 5), экзоциклические аминогруппы (с 
гл. 6) или кислород остатка фосфорной кислоты (см. гл. 10). По. 
этому для проведения избирательной модификации именно 
гидроксильным группам углеводного остатка требуется тщате. 
ный подбор условий реакции, 

Окисление изолированной гидроксильной группы в олиго- п 
полинуклеотидах находит некоторое применение для определения 
концевых последовательностей в олигодезоксинуклеотидах (см. 
гл. |). В ряду рибонуклеотидов гораздо шире используется д: 
этой цели окисление цис-гликольной группировки с помощью пер- 
иодата. 

Реакции нуклеофильного замещения у атома углерода харак: 
терны, вообще говоря, не столько для углеводов со свободной гидр- 
оксильной группой, сколько для производных углеводов, например 
эфиров сульфоновых кислот или галоиддезоксисахаров. Такие ре 
акции широко используются в ряду нуклеозидов для получения 
производных с измененной структурой углеводного остатка (06 
зоры — см.»3). Однако провести подобные реакции не только 
олиго- или полинуклеотидами, но даже с мононуклеотидами до сих 
пор не удалось *. 

Наконец, природные полинуклеотиды могут быть переведени 
расщеплением гетероциклических ядер составляющих звеньев (см. 
гл. 7) или М-гликозидных связей (см. гл. 8) в полимеры, в которы` 
часть углеводных остатков содержит свободные гликозидные ый 
ры. Свойства таких полинуклеотидов изучены довольно сла%’, 
наиболее характерная для них реакция — легкое расщепление по 
линуклеотидной цепи за счет В-элиминации — рассмотрена в ГЛ." 


И. АЦИЛИРОВАНИЕ ГИДРОКСИЛЬНЫХ ГРУПП 
УГЛЕВОДНЫХ ОСТАТКОВ 


1. Ацилирование 


лиро- 
Нуклеозиды и нуклеотиды. Для получения полностью Е ль. 
ванных по углеводному остатку производных нуклеозидов И ее: 


р кСсУСНОИ 
зуют обычно действие ангидридов или хлорангидридов уксу 


- на *, 
дикельсо, 
* Единственным исключением является, по-видимому, работа м вращение 


- п 
в которой описано мезилирование уридин-2”,3’-циклофосфата _й бугиовцетиять 
5’-О-мезилуридин-2”,3’-циклофосфата в соответствующие 5'’-дезокс! 
5’-дезокси-5’-бром- и 5’-дезокси-5’-иодпроизводные, 
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или бензойной кислоты в безводном пиридине.. В случае производ- 
ных в. ‚ гуанозина 5, 7—1, уридина!, 1? и тимидина М 
Е ; Е полные О-ацетаты или О-бен- 
рования аминогруппы (ы а т т легкостью ацили- 
иена а гл. 6). Эта побочная реакция может 

м ацилирования в присутствии кислот- 
ного катализатора. Так, например, описано получение 5/-О-ацетил- 
цитидина нагреванием нуклеозида с уксусным ангидридом в ле- 
дяной уксусной кислоте 15. 

Упомянутые выше условия — действие ангидрида кислоты в без- 
водном пиридине — являются, по-видимому, вполне удовлетвори- 
тельными для ацилирования гидроксильных групи и в нуклеоти- 
дах (см., например, 1 17). Образующийся при этом в первую оче- 
редь смешанный ангидрид нуклеотида и карбоновой кислоты легко 
расщепляется при обработке водным пиридином. 

Ацетилирование гидроксильной группы углеводного остатка в 
дезоксирибонуклеозид-5’-фосфатах гладко протекает! под дейст- 
вием уксусного ангидрида в водной среде при`рН 7. В этих усло- 
виях гетероциклическое основание не ацилируется даже в случае 
производных цитидина. При аналогичном ацилировании рибону- 
клеозид-3’-фосфатов за счет внутримолекулярного фосфорилиро- 
вания 9”-гидроксильной группы в смешанном ангидриде Гв зна- 
чительных количествах образуются циклические фосфаты. 


НОСН» В 
НОСН,ь О В ь НОСН.Ь О В аб о 
Ас20 
=> 
-АСОН —АСОН 
т он ф ОН О} ро 
—е— —=Р —ОН А 
=. аи ее |2 ОН 
[@) = ОАС 


‚ В-остаток основания 


Эту побочную реакцию удается полностью а неа 
ацилирование в присутствии избытка ацетат-иона. | ри кони 
ко образуется 57 Б’.ди-О-ацетилуридин-3 -фосфат 2 ее 
ацетиладенозин-8’-фосфат 2 (в зависимости от исходн ыы нуклео 
тида). В случае цитидин- и гуанозин-3 о а ты так- 
же ацилирование остатка основания 7; аналогич е р кция 
наблюдается и при бензоилировании в сходных условиях аденозин 


т 20 
3'-фосфата ®. руппа в остатке моносахарида ну- 


Первичная гидроксильная Г 
о. легче подвергается ацилированию, чем вторичная; это 


33 Зак. 614 


9 = 


Но ОСТАТКОВ: НИД Ки 


Слот 

особенно четко выражено в ряду дезоксинукл 
ООС реакции можно повысить, применяя 
а производные кислот, ЧОДержащих ОБЪЕМ 
радикал. Так, ацилирование т ратидропиранилироизводй 
уридина, аденозина и М ацетилцитидина. деиствием пивалилхло. 
рида (хлорангидрида триметилуксусной кислоты) приводит Е 
ответствующим 5’-О-пивалил-2 "О тетрагидропиранилнуклеозни > 
П??, защищенным производным, используемым в полинуклеотид. 
ном синтезе. 


бОЗНДо 
Для ацил 
. и. 
тстый алк ЛЬНЫЕ 


НОСН о В (СНз)зссоосн, = 


В 
(СНз)зССОСЦСьН5 М) 


О. 


но = но т. 


В-остаток основания й 
При моноацетилировании 5’-О-замещенных п 


дина и аденозина образуется смесь 2’-О- и 3/-О 
шении 2: 1 23; эти сое 


в друга 2%, 25, 
преобладанием 3’-О-изомера ( 


ние | ч соотношение 2/-0: и 
тельно 1:3). П 


роизводных ури- 
-ацетатов в соотно- 


в пиридине в тече- 
НЕ 
3’-О-ацетатов составляет приблизи- 


еси диацетатов, полученных 3'-О-Ацетилу| 
ацетилуридина, удается с почти 
-ди-О-ацетилуридин 25: 


АСОСНЬ В АСОСНЬ В 
Ас20(С5Н5М) в К, ь 
—_—_—_—_—_— 


АсОСН, о в 


но он НО ОАс АСО ОН 
В—остаток урацила 
Изомеризация 2”. и 3’-О-ацильных производных рибонуклеози- 
дов быстро протекает в безв ; @ще быстрее реак- 
‹ растворах при рН около 7 (табл. 9.1). 


О всех исследованных слу сдвинуто в сторону 
образования 3/-и Ьно зависит от при- 


роды ацильного остатка 1, скорости изомеризации бензоатов, аце- 


тся как 1:18: 670. Некоторое влияние 
роциклического основания: производные В 
изомеризуются на 10—15% быстрее, чем производные ‚ 


сть реакции сил 


= =-=—- 


Ра 


уридина, 
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Для специфического получения 2’(3’)-О-моноацилнуклеозидов 


удобно использовать расщепление 2/,3/-циклических ортоэфиров 
под действием разбавленных кислот *”, 28, 


носн. о в ноСН: в носнь 


В 
0,011. НС р 


А 
сНзо’ `В 


Ш В-остаток основания; В=Н или СИз 


Структура выделяемого продукта зависит от скорости изоме- 
ризации ацильных производных и от их способности к кристалли- 
зации. 


Таблица 9.1. Изомеризация и гидролиз 3’-О-ацилрибонуклеозидов 
(20° С, 0,1 М фосфатный буфер, рН 7,0) 


Изомеризация Гидролиз 


Ацилнуклеозид. Е +, 


мин" 


3'-О-Ацетилуридин 5,4 
КЮ“ 

3-О-Ацетиладенозин 1,41: 10-3 * 
1.56. 107 ** 


3’-О-Формиладенозин 8,82 + 
и3** 


* Смесь 0,1 М О буфера с диметилсульфоксидом (8 : 1). 
М фо 


** Смесь 0 сфатного буфера с диметилформамидом (8 : 1). 


Из О-ацилнуклеозидов и нуклеотидов могут быть легко реге- 
нерированы исходные  незамещенные нуклеозиды и нуклеотиды. 
Для отщепления О-ацильных групп обычно применяют обработку 
водным аммиаком или метилатом натрия в метаноле. Предложены 
и более ‘мягкие условия деацилирования 2 — длительное выдержи- 
вание в триэтиламмонийбикарбонатном буфере при РН 7,5 или 
кратковременное действие щелочного раствора гидроксиламина. Из 
данных табл. 9.1 видно, что 2’(3’) -О-моноацилнуклеозиды быстро 
расшепляются в водных растворах при РН 7. Скорость отщепления 
О-ацильных групп зависит от природы остатка кислоты, увеличи- 
и по мере увеличения отрицательного индуктивного эффекта % 
табл. 9.2). 


33* 
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Большое внимание уделяется получению ацильных произво 
нуклеозидов с ацильной группой, легко отщепляющейся в м 
условиях. В синтезе олигонуклеотилов. предложено использовать 
О-формильные *!, О-трифторацетильные 32, О-метоксиацетильные Е 
О- (В-бензоил) -пропионильные * производные нуклеозидов 


ДНых 
ЯГКих 


в › а так- 
же различные алкил- и арилкарбонаты 35—39 или 2’,3’- циклические 
карбонаты рибонуклеозидов 37, 40. 

Таблица 9.2. Гидролиз 5'-О-ацил-2’,3’-О-изопропилиденуридинов ТУ 
в водном растворе при 20°Сз° 
В РН среды ра полутени 
[ МН 
СьН 11,0 680 
ВСООСН. О О сне 6 о 
Н 11,2 1,75 
10,0 20 
СНС! 11,0 1-9 
ССВ 8,2 155 
{] в -. - 
С(Снз)› Е 7,0 Мгновенно 


У 


Олиго-и полинуклеотиды. 
продуктом ацетилир 
гидрид нуклеотида и 


Как уже отмечалось выше, первичным 
ования нуклеотидов является смешанный ан- 


уксусной кислоты, внутримолекулярный алко- 
Учае олигорибонуклеотидов 
сфодиэфирной связи. Хотя 


олигорибонуклеоти 
(3’—5’)-уридина было показано *1, 


или деградацией 
условия были успешно применены 


для защиты гидроксильных групп в динуклеозидфосфатах “2, од- 


— 


* Недавно предложены 
кислоты 194, 


для этой 
такие сложные эф 


цели О-производные дигидрокоричной 
иры расщепляются под действием химотрипсина 


полиуридил. 
вой кислот 
Зы 


гновенно 
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нако при этом одновременно наблюдается ацетилирование амино- 
групп гетероциклических оснований. Побочной реакции по амино- 
группам удается избежать, проводя ацетилирование действием 
уксусного ангидрида в водном растворе при рН 7. Олигодезокси- 
нуклеотиды гладко превращаются в этих условиях в соответствую- 
щие 5”-О-ацетаты 13, что позволяет применить реакцию ацетилиро- 
вания для определения концевых 
гидроксильных групп в дезокси- 
олигомерах. 

Аналогичные условия оказа- 
лись пригодными для ацетилиро- 
вания полирибонуклеотидов “3. 
Удобнее проводить ацетилирова- 
ние в 5ф-ном водном диметил- 
формамиде“, что обеспечивает 
гомогенность реакционной смеси 
и лучшую воспроизводимость ре- 
зультатов модификации. С по- 


‚ % 


> 
5 


Денозина, 


Фтелень ацетилирования 


0 Я Е ее НН 
о ояя 


конце87го остатка 20 


й/ Це, 9 
мощью этого метода удалось про- цетилирование, % 


вести частичное ацетилирование Рис. 9.1. Зависимость степени ацети- 
полиуридиловой и полиаденило- лирования концевой цис-гликольной 


вой кислот “5, а также суммарной 


группировки от общей степени аце- 


ы а х тилирования суммарной ТРНК из 
тРНК из дрожжей 43, “4 без сколь- дрожжей “6: 


ко-нибудь заметной деградации 1-— реакция проводилась в 5%-ном диметил- 
[= формамиде; 2—то же, в присутствии 0,2 М 

полимеров. Модификация тРНКс бората натрия. 

помощью ацетилирования была 

применена при изучении вторичной структуры и функциональных 

исследованиях тРНК и полирибонуклеотидов. 

Степень ацетилирования гидроксильных групп тТРНК в данных 
условиях однозначно определяется начальной концентрацией ук- 
сусного ангидрида; легко можно получить препараты тРНК, в ко- 
торых проацилировано до 70% гидроксильных групи. В присутст- 
вии ионов Мо”*, стабилизующих вторичную структуру тРНК, ско- 
рость ацетилирования несколько снижается, однако предельная 
степень ацилирования при этом существенно не меняется “*. Изме- 
нение условий проведения реакции заметно влияет на распределе- 
ние ацетильных групи в полимере*“6 (рис. 9.1). Препараты частично 
ацетилированной тРНК, имеющие одинаковую общую степень аци- 
лирования, но полученные в разных условиях, обладают различной 
акцепторной активностью. 

При ацетилировании суммарной тРНК из дрожжей 43 происхо- 
дит быстрое уменьшение величины гиперхромного эффекта и 
изменение константы седиментации, что свидетельствует о разру- 
шении вторичной структуры, которая полностью исчезает при аце- 
тилировании 25—30% гидроксильных групп ““. Частично ацетили- 
рованная полиадениловая кислота сохраняет способность к 
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образованию комплексов с полиуридиловой кислотой, С другой 
стороны, ацетилированная поли-Ц образует комплекс с поли-А 
с соотношением компонентов 1:1, заметно менее устойчивый 
чем комплекс (поли-А) - (поли-0); комплекса с соотношением 
поли-А к поли-О, равным 1:2, ацетилированная поли-0 не обра. 
зует 45. 

Различное поведение продуктов ацетилирования поли-А и поли- 
наблюдается и в отношении их способности стим 
вание аминоацил-тРНК с рибосомами г 
ванная поли-А столь же эффективна в 
1уз-тРНК с рибо 


римидил-РНК-азы “3 и фосфодиэстеразь 
ляется под действием фосфодиэстеразы 


т ра гидроксил- 
константа скорости псевдопервого 


мин). При этом происходит восста- 
новление акцепторной активности тРНК 46. 


2. Аминоацилирование * 


Как уже упоминалось выше 
кислоты с 


внимание исследователей 
привлекает получение соответствующих модельных соедине- 
НИЙ, 


роксильной группы в нуклеозидах 


—_—_ 
* Обзор — см. 4, 
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могут быть переведены в соответствующие 27(3’)-О 
леозиды. 


-аминоацилнук- 
о 
| 
г (НО).РОСН. 
Ня МН» СНСО$ СН, — 


| 
(Но);РОСН, о в 


о В 


БО 


—— 
н, соснмн: 


В 


В-остаток основания; Вр—алкильный радикал 


Гораздо более высокие выходы О-аминоацильных производных 
достигаются при конденсации М-карбобензоксиаминокислот с за- 
щищенными нуклеозидами в присутствии дициклогексилкарбоди- 
имида 55 или при взаимодействии ангидрида М-карбобензокси- 
аминокислоты с нуклеозидом 56. При проведении реакции в абсо- 
лютном пиридине аминогруппы гетероциклических оснований не 
затрагиваются. Защитные группы с остатков нуклеозида и амино- 
кислоты могут быть удалены при обработке кислотой и гидро: 


генолизе; в этих условиях О-аминоацильные производные нуклео- 
зидов достаточно устойчивы. 


ТРОСН. о В В 


| 
+ НООССНМН-кбз —э 
но он 


ТгОСН» о В НОСН. о В 
1. НВЕ/АсОН 
2. Н»/Ра__ 


рее: оо 


Н, ВЫ Н, 8 
в в 


—остаток ‘основания; В—алкильный или арильный адикал 
) 


ОА иовиривсеоттке 


т" 


. —68. ы й ции И ГИД- 
или слабощелочной среде 52, 65—68; по скорости изомеризац 
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При реакции с незащищенным нуклеозидом 
рование протекает быстрее, 
оксильным группам. 


Конденсация М-тритилглицина с суммарной тРНК из д 
под действием дициклогексилкарбодиимида в абсолютн 
дине приводит к продукту, в котором основная 
аминокислоты соединена сложноэфирной связью 
ком аденозина 57. Эффективное аминоацилирова 
нуклеотидов может быть осуществлено при дейс 
М№-замещенных аминокислот 58, р 
оксикарбонильной и формильной 


быть проведена в водном растворе. В этих условиях аминогруппа 
цитидина не затрагивается. С помощью данного метода удалось 
осуществить аминоацилирование суммарной тРНК из дрожжей ® 
причем 60—65% остатков аминокислоты оказалось соединено с 
концевой цис-гликольной группировкой полимера. 

Наконец, для специфического аминоацилирования Цис-гликоль- 
ной группировки предложен метод 82, основанный на образовании 


циклических ортоэфиров аминокислот (см. стр. 529) с их после- 
дующим превращением в О-аминоацильные производные (ср. 
стр. 515): 


5’-О-амино 


ацили- 
чем реакция по вторичным 


Гидр- 


Рожжей 
ом пири- 
часть включенной 
с концевым остат- 
ние нуклеозидов И 
ТВИИ имидазолидов 
при использовании трет-бутил- 
защитных групп реакция может 


НОСН о В 
СНз$О0»ОН 
+ (ЕОс СНЫМН-кбз — > 
но он 
носн, о В НосНь о в НОСН» © 
АСОН 
а» — 
© © 
ор оо 
С. Н, СОСН»МН- кбз Н, СОСН»МНЬ 


х 
во” СН.МН-кбз 
В-остаток основания 


63, 64. 
Этот метод был успешно применен к олигонуклеотидам °* ""; 
использование его ограничивается, однако, труднодоступностью 
ортоэфиров аминокислот. Е 

РИ -О-Аминоацильные производные нуклеозидов и ри 
дов крайне легко гидролизуются и изомеризуются в нейтра: 


я 25 
ролиза они сравнимы с НИ ые. 
стр. 515). В связи с этим можно предполагать, что приро) 


И. АЦИЛИРОВАНИЕ ГИДРОКСИЛЬНЫХ ГРУПП УГЛЕВОДНЫХ ОСТАТКОВ 521 


ноацил-тРНК представляют собой равновесную смесь 9”- и 3/-О- 
изомеров, хотя имеются данные, указывающие на сильное преоб- 
ладание 3’-О-аминоацилироизводных 89—71, 


3. Получение эфиров с неорганическими 
кислотами 


Гидроксильная группа остатка сахара в нуклеозидах и нуклео- 
тидах может подвергаться ацилированию под действием произ- 
водных кислот фосфора, серы, бора и кремния. 

Лучше всего разработано фосфорилирование нуклеотидов. Для 
этой цели предложен целый ряд фосфорилирующих агентов — 
хлорангидридов или ангидридов замещенных фосфорных кислот, 
причем в ряде случаев последние получают непосредственно в ре- 
акционной смеси при действии соответствующих конденсирующих 
агентов (обзоры — см. "2 73). Наиболее мягкие агенты успешно при- 
меняются и для фосфорилирования олигонуклеотидов 8, 

Взаимодействие свободных или частично защищенных нуклео- 
зидов с хлорангидридами п-толуолсульфокислоты или метансуль- 
фокислоты в безводном пиридине приводит к эфирам нуклеозидов 
с соответствующими сульфоновыми кислотами 6 13, 82—88. При суль- 
фонилировании 5’-замещенных рибонуклеозидов, содержащих не- 
защищенную цис-гликольную группировку, предпочтительно обра- 
зуются 2’-О-эфиры 8% 88. В случае уридина и тимидина!З легко 
удается получить полностью сульфонилированные нуклеозиды. 
О превращении уридин-2,3/-циклофосфата в 5/-О-мезилуридин-2,3/- 
циклофосфат* уже упоминалось; в этом случае необходимо про- 
водить реакцию в диоксане в присутствии три-н-бутиламина, так 
| как в пиридине легко идет полимеризация фосфатов. В аналогич- 
4 ных условиях удалось провести мезилирование аденозин-2”,3’-цик- 
| лофосфата . Сульфоэфиры широко применяются в синтетической 
химии нуклеозидов для получения производных с измененным уг- 
леводным остатком. 

Описано получение эфиров тимидина?! и 2”-дезоксиаденозина 
с 2.4-динитробензолсульфеновой кислотой; эти соединения пред- 
ставляют интерес как защищенные производные нуклеозидов. 
Их расщепление протекает в мягких условиях под действием та- 
ких нуклеофильных агентов, как тиосульфат, цианид или тио- 
фенол. с ь В 

Рибонуклеозиды с незамещенной цис-гликольной группировкой 
легко образуют комплексы с борной кислотой; эти комплексы, од- 
нако, слишком неустойчивы для того, чтобы их можно было 
использовать в качестве защитных группировок нуклеозидов 33. Зна- 
чительно успешнее оказалось использование фенилборной кис- 
лоты: при кипячении ее, смесей в пиридине с нуклеозидами об- 
разуются фенилборонаты, которые удается выделить 9%, 9 и 
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АТКОВ НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ 
использовать в качестве 


защищенных производных при синтезе ну 
клеозид-5’-фосфатов 8 и -пирофосфатов 7. 


НОСН, © в 


СеНьв(он), НОСН:о в 
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$ Е Е 


оо 
х 
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Сен; 


ет 


К-остаток основания 


ка. 


Фенилборонатная г 


руппировка легко отщепляется при действии 
этиленгликоля или пропандиола-1,3. 


Взаимодействие нукл 
силаном, гексаметилдиси 


ое 


вводящего 
(триметилсилил) - 


Ш. АЛКИЛИРОВАНИЕ ГИДРОКСИЛЬНЫХ ГРУПП 
УГЛЕВОДНЫХ ОСТАТКОВ 


1. Взаимодействие с диазометаном 


Как уже отмечалось (см. стр. 360), при взаимо 


первую очередь п 


производных 3,2’-диметилу 
производные уридина — 

Особо благоп гидр- 
оксильных групп дном 
растворе 1,2-дим ри этом аде- 
ноЗиН 196—199 и ци тветствующие 
2’-О-метилнукле ся также вы. 


' при действ 


триметнахл 
Лсилил)-аце: 
ЫМ (по гиду 
ГИЛСИЛиЛЬНЫ 
ХОДИТ такие 
'ы. Получаю 
Я ДЛЯ га) 
109 нукле 
ть на олигс 

ВВОДЯЩеГ 
етилсилил)- 


1ЛИРОВАНИЕ 


} е 3’-О-метиладено- 
Иа и 3’-О-метилцитидин 188, & ( ачительные коли- 
чества 5’-О-метил- и 2”.3’-ди-О-метиладенозина 169 


2. Взаимодействие с галоидными алкилами 


под дейст- 

в условиях, 

производных 

того, наблюдается метилирование и гете- 

роциклического основания (см. гл. 5). Было проведено исчерпы- 

вающее метилирование аденозина, гуанозина и уридина\, а 

также уридин-3’-фосфата* и РНК 1?. Метилирование 3/,5/- и 2",5/- 

ди-О-тритилуридинов было использовано '!3 для синтеза 2”-О-метил- 

уридина и 2’-О-метилцитидина (редких компонентов РНК) и со- 
ответствующих 3/-О-метилнуклеозидов. 


Гео з 


носСн;? о о НОСН? © 


НО ОСН, НО —ОСНз 


Обработка производных уридина хлористым бензилом в при- 
сутствии щелочи приводит к соответствующим бензиловым эфи- 
рам “-И6, в случае других нуклеозидов происходит также алки- 
лирование по атомам азота гетероциклического ядра ты стр. 370). 
Другой метод О-бензилирования — действие бромистого, бензила 
в присутствии гидрида натрия в диметилсульфоксиде ‚18 — также 
не свободен от указанного недостатка. Бензиловые эфиры нуклео- 
зидов расщепляются гидрогенолизом над палладием в мягких 
условиях (при этом пиримидиновое ядро не затрагивается). Это 
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от 


позволяет использовать 2/-О-бензи, 
тидов 15; 3’-О-бензилуридин, 
дина, был успешно примене 
динов 146. 


луридин в синтезе 
полученный из 2',5'-ди-О-трит 
н для получения 2,5’-ди_0. 


3. Взаимодействие с триарилхлорметанами 


Обработка нуклеозидов трифенилхлорметаном В абсолютно 
пиридине приводит главным образом к замещению У первичной 
гидроксильной группы 6 ПОЕТ аналогичных условиях Мо- 
гут быть получены и 5'-О-тритилнуклеозид-3/- фосфаты, В реакцию 

ые группы, хотя и менее лег. 
ко. Так, при т 
О- 126 и 3/5 ди:О и даже небольшое количество 
2',3',5'-три-О-тритилуридина АА 


Трифенилметиловые эфиры расщепляются при действии разбав- 
ленной кислоты, что позволяет применять их для защиты гидр- 
оксильных групп в нуклеози х. При использовании 
тритильных производных ибонуклеотидов было 


ко используются мет- 
окситрифенилметильные производные нуклеозидов 10,130, 181 и нуклео- 
зид-3’-фосфатов 1$, 20, 


Я в значительно более 


ляются при комнатной 
температуре в пиридин-ацетатном буфере !32. 
Таблица 9.3. Гидролиз 5’-О-триа 
уксусной кислоте при 20 °С!30 

Ц 


в 


рилметилуридинов УГ в 80%-ной 


Ге) Время, необ- 
ходимое для 
К/ К” к полного гид- 
ролиза, мия 
мн 


ы И мо Н Н н 2880 
в“«У-с-—осн: осн, Н Н 120 
ОСН: | осн, Н 15 

ОСН» | ОСН: | осн, Г 


Содержащие метоксигруппы триарилхлорметаны же 
ствуют с нуклеозидами быстрее, чем сам В а 
этом наблюдается несколько меньшая ое а 
Это касается как замещения по вторичным гидрокси. 1 
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пам, так и М-тритилирования гетероциклических оснований, содер- 
жащих аминогруппу (см. стр. 422). Для подавления последней ре- 
акции предложено проводить триарилметилирование нуклеозидов 
и нуклеотидов в диметилформамиде в присутствии эквивалентного 
количества основания 7 133; при этом происходит протонирование 
гетероциклического основания, что понижает его нуклеофильность. 
Триарилметилирование первичной гидроксильной группы углевод- 
ного остатка может быть успешно выполнено и в случае олиго- 
нуклеотидов “2. 


1У. РЕАКЦИИ ГИДРОКСИЛЬНЫХ ГРУПП 
УГЛЕВОДНЫХ ОСТАТКОВ С ВИНИЛОВЫМИ ЭФИРАМИ 


Нуклеозиды и нуклеотиды, подобно обычным спиртам, способ- 
ны в присутствии кислотных катализаторов присоединяться по 
двойной связи виниловых эфиров с образованием ацеталей: 


ов 
Уезс-ов+ьюн = \сн=со 
Я | и ] \ов’ 


В — алкильный радикал; В’ — остаток нуклеозида или нуклеотида 


Впервые эта реакция была описана на примере взаимодействия 
дигидропирана с уридин-3”,5’-циклофосфатом 13°, 18; образующийся 
2/-О-тетрагидропиранилуридин-37,5’-циклофосфат УП может быть 
легко превращен в 5’-О-тритил-2/-О-тетрагидропиранилуридин-3'- 
фосфат УП — нуклеотидный компонент, использовавшийся в пер- 
вых синтезах олигорибонуклеотидов. 


ОСН. о В ОСН о В ТтОСН» о В 
55 + | — (К > К > 
он о он - 45 та о ТО) 
[о] ] о 
Уи но—Р= 
бн 
УШ 


В-остаток основания 


Взаимодействие с дигидропираном было использовано для по- 
лучения 2”-О-тетрагидропиранильных производных о -О-ацетил- 
нуклеозид-3’-фосфатов !35°и 3,5’-ди-О-ацетилнуклеозидов \, из не- 
защищенных нуклеозидмонофосфатов ббравуются Я 
щие ди-О-тетрагидропиранильные производные '%, '. Реакцию 
проводят обычно в растворе диоксана, диметилформамида или ди- 
метилсульфоксида; в качестве катализатора используют хлористый 
водород, И-толуолсульфокислоту или трифторуксусную кислоту. 
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Тетрагидропиранильная группа может быть отщеплена действ 
разбавленной уксусной кислоты, сульфокислотных катионито 
пиридиниевой или аммониевой форме '35 или 0,0] Н. соляной ба 
лоты 22; изомеризация фосфодиэфирной связи в олигонуклео 
при использовании последнего реагента незначительна. 
Очень легко вступают в реакцию с нуклеозидами и НУклеоти 
дами виниловые эфиры — производные ацетальдегида 138, 139. Обу.. 
зующиеся 2’-О- (а-алкокси) -этилироизводные 
лее мягких условиях, чем тет 


ТИдах 


изомеризацией фосфодиэфирной 

Недавно было предложено использовать для блокирования 
гидроксильных групп в нуклеозидах 4-метокси-5,6-дигидропи- 
ран '%°, 195; образующиеся производные типа 1Х могут быть рас- 
щеплены в чрезвычайно мягких условиях. 


сн 
АСОСН, о В а АСОСН, о) В 


—> 


Асо О 
Хх» 
сн.о 


1х 


В-остаток основания 


При взаимодействии 3/,5’-ди-О-ацетилуридина с 2-метоксипро- 
пеном образуется смешанный кеталь Х 10; аналогично реагирует 
1-метилциклогексен. Образующиеся кетали чрезвычайно лабильны 
в кислой среде: период полупревращения при гидролизе при РН 
4,0 и 20°С составляет соответственно 4 и 10 мин, Подобные со- 
единения могут быть получены и реакцией транскетализации: при 
обработке уридина 2,2-диметоксипропаном и ди-п-нитрофенилфос- 
фатом избирательно образуется 5'-О- (@-метоксиизопропил) -ури- 
дин ХГ 11, 

АСОСН, | В НС} „осн. 


© 
в 
ОН В 


ох 
со’ сн. 
Хх 


АСО 


В-остаток урацила 


У. РЕАКЦИИ Гу 


—_ 
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Аналогичные смешанные ацетали возникают при взаимодей- 
ствии нуклеозидов и нуклеотидов со смесью альдегида и спирта 
в присутствии трифторуксусной кислоты 2. В случае уридин-3“- 
фосфата первичная и вторичная гидроксильные группы реагируют 
приблизительно с одинаковой скоростью. 


О 


ОВ 


НОСНь [6 В ВСНОСН»Ь О В 
юСНО; В’ОН(Н*) 


х он О О-—СНв 
_ но—Р=о ОВ’ 
он [61 


г 
В-остаток урацила; Ви Кр-—алкильные радикалы 


Описано взаимодействие 5”-О-ацетилтимидина с 2,3-дигидротио- 
феном 143; получающийся полуацеталь-полутиоацеталь ХИ легко 
расщепляется в нейтральной среде при действии ионов серебра: 


АСОСН» Ге) В АСОСН. о В 


нс 
- [9 Ар" 
5 


оксиире 
еатиеуе 


В-остаток тимина 


У. РЕАКЦИИ ГИДРОКСИЛЬНЫХ ГРУПП 
УГЛЕВОДНЫХ ОСТАТКОВ С КАРБОНИЛЬНЫМИ 
СОЕДИНЕНИЯМИ И ИХ ПРОИЗВОДНЫМИ 


Рибонуклеозиды, содержащие незамещенную цис-гликольную 
группировку, при реакции с ‚альдегидами и кетонами в присут- 
ствии кислотных катализаторов образуют пятичленные циклические 
ацетали или кетали. Классическим примером такон реакции яв- 
ляется образование 2/,3”-О-изопропилиденовых производных ХИ 
при реакции с ацетоном * 14-148. в качестве катализаторов здесь 
обычно применяют хлористый водород, п-толуолсульфокислоту, сер- 
ную или хлорную кислоту.. Наилучшие результаты достигаются, 
однако, при использовании в качестве катализатора ди-п-нитрофе- 


$ 
|. 
# 
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нилфосфата 9 и добавлении в качестве водоотнимающего с 


ред. 
ства кеталя ацетона !* или ортомуравьиного эфира 150. 
носнь В НоСН. о В 
(СНз)» Со 
НО ОН 5. © 
С(Снз) 
хШ 


В-остаток основания 


Реакция распространена на широкий круг кетонов различного 
строения. Образующиеся кетали расщепляются при мягком кислот- 


ном гидролизе; скорость их распада зависит от структуры исход- 
ного кетона (рН 2 и 26° С) 150, 151; 


2/, 3/-О-Заместитель Время полупревращения 


при ги дролизе, ч 
Циклооктилиден....... р 
Циклогептилиден ...... 3 
Циклопентилиден ...... 4 
Метил-тгрет-бутилметилиден . 20 
Изопропилиден ....... 20 
Диэтилметилиден...... 40 
Дифенилметилиден ..... >40 


Аналогично протекает взаимодействие нуклеозидов с альдеги- 


дами '52, 153 (хотя первоначально продукту реакции с бензальдеги- 
дом 146, 154, 155 б 


ыла приписана структура 3’,5”-О-бензилиденового 
производного): 


В-остаток основания 

Для проведения реакции был предложен целый ряд кислотных 
катализаторов; в настоящее время чаще всего используют три- 
фторуксусную кислоту. В зависимости от условий реакции можно 
выделить оба диастереомерных 27,3”-О-бензилиденнуклеозида ху ы 
Циклические ацетали нуклеозидов легко расщепляются в слабокис- 
лой среде; скорость гидролиза увеличивается при введении . => 
матическое ядро заместителей с электронодонорными свойств 
(табл. 9.4) 30, 15, 
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Специфичность взаимодействия альдегидов и кетонов с цис- 
гликольной группировкой рибонуклеотидов и легкость расщепле- 
ния образующихся продуктов позволяют широко использовать эту 
реакцию для избирательной защиты гидроксильных групп. Она 
гладко протекает также с нуклеотидами и олигонуклеотидами. 


Таблица, 9.4. Гидролиз 2’,3'-О-арилиденуридинов ХУ в 80%-ной 
уксусной кислоте при 25 °С30 


Время, Степень превра- 


щения, % 


п-Хлорфенил-. 


ЕЕ 20 20 
п-Метоксифенил-..... 10 100 
п-Диметиламинофенил- .. 1 50 


2,4-Диметоксифенил- ... 60 2 


Примечание. В данных условиях 2/,3/-О-изопропили- 
денуридин за 20 ч расщепляется на 20%. 


МЕНАг 
ХУ 


Обработка рибонуклеозидов ортоэфирами в присутствии кис- 
лоты приводит к циклическим ортоэфирам типа ХУГ!3®, 157—159; 


носн; о В носн, о в 
+ вс(ов’)з ——> 


В-остаток основания; В= Н, СНз; В СНз, С›Ну 


Под действием разбавленной кислоты они легко превращаются 
в смесь 2/(3’)-моноацилрибонуклеозидов (см. стр. 515), после- 
дующая щелочная обработка приводит к регенерации цис-гли- 
кольной группировки. 

При взаимодействии рибонуклеозидов с тетраметилортокарбо- 
натом были получены 2’,3’-О-диметоксиметилиденнуклеозиды ^›, 
превращающиеся в кислой среде в 2/,3’-О-карбонаты нуклеозидов. 
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1. Окисление изолированной гидроксильной группы 


При обработке слабощелочных растворов нуклеозидов кисло- 
родом в присутствии платинового катализатора аще изби- 
рательное окисление первичной гидроксильной группы !6%, 161 с 


34 Зак. 614 
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образованием производных уроновых кислот: 


ноос 
НоСН: о В ыы вв 
мы 


НО он НО ОН 


В-остаток основания 


Аналогичному превращению подвергаются тимидин-3’-фосфат 
и тимидилил- (3’—5') -тимидин; в этом случае требуются сущест- 
венно более жесткие условия, однако выходы продуктов реакции 
достаточно высоки 160. Описано окисление первичной спиртовой 
группы в тимидилил-(3’-—5’) -тимидине под действием перекиси 
водорода в присутствии дезактивированного платинового ката- 
лизатора 162. 

Обработка дезоксинуклеозидов хромовым ангидридом в пири- 
дине также приводит к производным уроновых кислот 163. Окисле- 
ние, по-видимому, частично проходит и по вторичной гидроксиль- 
ной группе при С-3’, но` соответствующие кетоны нестабильны и 
крайне легко разлагаются с выделением гетероциклического осно- 
вания. Присутствие оснований в реакционной смеси было обнару- 
жено как при реакции с нуклеозидами, так и при окислении дезок- 
сицитидин-5’-фосфата и тимидин-5’-фосфата. 

Единственными продуктами, которые удается идентифициро- 
вать после взаимодействия тимидин-5’-фосфата с дициклогексил- 
карбодиимидом в диметилсульфоксиде 164, являются неорганиче- 
ский фосфат и тимин. Этот результат объясняют окислением 
3’-гидроксильной группы под действием диметилсульфоксида 165 и 
` последующим расщеплением 3/-кетотимидин-5/-фосфата 


о о 
Нас. | Е 
И Вы ? ь | МН НС МН 
(нО),РОСН, о о | (ноуРосн,  М\%. НУ о 
— а + 
НзРО4 
но 5 


2-Кетоуридин и 3’-кетоуридин удалось получить при обработке 
Ур Ур у. 


3’,5/- или 2’,5'-ди-О-тритилуридинов смесями фо 
дициклогексилкарбодиимил, диметилсульфоксид — пятиокис 


перекис 
тОВОГО Кате. 


ДОМ в Пр 
163 (киль 
гидроксиль 
табильны ! 
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диметил‹ 


"6ё> = ее {4 осле) " 
ЩИМ детритили] ован! ри по ую 
ТгОСН. о В ТРОСН, - В 
= к Ра Е н* 
Ри Бы РА ся » 
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В-остаток урацила 

Эти соединения весьма неустойчивы в слабощелочной среде. 
Так, 3’-кетоуридин при рН 10,8 практически мгновенно выделяет 
урацил. 

Окисление 27’,3”-О-защищенных производных уридина под дей- 
ствием диметилсульфоксида гладко приводит к соответствующим 

>. = / ыы уху ТЕ р 
нуклеозид-5’-альдегидам ХУП 164; 


НОСН, О В ОСН 0. В 
—>» 
| > 
©==Ю оо 
КА ети 
С(Сн:)› С(снз)› 
ХУН 


Продукты окисления первичной спиртовой группы в олигодез- 
оксинуклеотидах достаточно легко претерпевают В-элиминацию с 
расщеплением фосфодиэфирной связи !5% 16? (см. стр. 66); эта 
реакция была предложена для определения нуклеотидной после- 
довательности в дезоксиолигонуклеотидах, примыкающей к 3’-кон- 
цу. Еще легче протекает расщепление в олигодезоксинуклеотидах, 
содержащих на 5’-конце цепи остаток 3’-кетонуклеозида. В этом 
случае образование основания и олигонуклеотида, содержащего 
на одно звено меньше, чем исходный, происходит уже в процессе 
окисления 167, 


2. Окисление дис-гликольной группировки в рибопроизводных 


цис-Гликольная группировка в рибонуклеозидах и рибонуклео- 
зид-5’-фосфатах легко окисляется под действием солей иодной кис- 
лоты 188 с образованием диальдегидов типа ХУПГ: 


НОСН. О В НОСН» О. В 
МаГОл 
ы..: 
онс сСнНо 
но он ХУШ 


В-остаток основания 
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В разбавленных водных растворах при рН, близких к Нейтраль. 
ным, это окисление высокоспецифично для гликольных Групи; пру 
трех-пятикратном избытке периодата натрия окисление рибону. 
клеозидов протекает количественно приблизительно за 30 мин при 
комнатной температуре или за | ч при 0° С. 

Анализ продуктов периодатного окисления широко исполь. 
зуется для установления строения олиго- и полисахаридов, а так. 
же различных производных моносахаридов. Этот подход был ис. 
пользован, в частности, и при выяснении строения мономерных 
компонентов нуклеиновых кислот. Таким путем была получена ин. 
формация о размерах окисного цикла углеводного остатка в ну- 
клеозидах '68, 169, месте связи этого остатка и пуринового основания 
в нуклеозидах '°, конфигурации у гликозидного центра рибозы и! 
и о положении фосфатной группы в нуклеотидах, образующихся 
при расщеплении РНК 168, 

Продукты окисления нуклеозидов — диальдегиды типа ХУШ — 
существуют в водных растворах, по-видимому, в виде гидратов. 
Хотя для производных нуклеозидов определенных данных по этому 
поводу не имеется, в ряду простых производных моносахаридов на 
основании УФ-спектров и полярографии был сделан вывод об от- 
сутствии свободной альдегидной группы в продукте реакции. Тем 
не менее химические превращения продуктов периодатного окис- 
ления удается хорошо объяснить исходя из диальдегидной струк- 
туры. 

При восстановлении продуктов окисления нуклеозидов дей- 
ствием боргидрида натрия в слабощелочной 169; 72 или нейтраль- 
НОЙ 173 среде гладко образуются соответствующие триолы ХХ; вос- 
становление в слабокислой среде дает альдегидодиолы тина ХХ !”. 


носн, В носн 


о го В носнь о В 
НОН>С СН»оН онс сСно ОНС —СН›ОН 
хх ХУШ хх 


В-остаток основания 


При мягком кислотном гидролизе триолов ХПХ были полу- 
чены гетероциклические основания, глицерин и гликолевый аль- 
дегид 172. 

Диальдегиды ХУШ легко взаимодействуют с производными 
гидразина, обычными реагентами на альдегидные группы, причем 
структура продуктов реакции зависит от применяемого реагента 
и экспериментальных условий. Так, реакция с фенилгидразином 
в слабощелочной среде приводит к бис-фенилгидразону В 


г типа ХУ] 
ВИДЕ ТИДрат 
АННЫХ ПО ЭТОМ 
осахарндов и 
Н ВЫВОД 00 0. 
‚ реакции, Та 
удатного ок 
ГиДной стр 
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то время как с гидразидом изоникотиновой кислоты образуется 
продукт присоединения одной молекулы реагента, имеющий, ви- 
димо, структуру ХХИ 1%. Аналогичный продукт возникает и при 
реакции с тиосемикарбазидом 15, но семикарбазид реагирует, по- 
видимому, аналогично фенилгидразину 175. 

Чрезвычайно, легко продукты периодатного окисления нуклео- 
ЗиДовВ взаимодеиствуют с аминами. При реакции диальдегида, по- 
лученного из аденозин-5’-фосфата, с метиламином было выделено 
соединение ХХИТ!77, 


НОСН о В осн, Я НОзРОСН» В 
НС СН НОНС СНоН НОНс СНоН 
и | \( хи 
СоН5МН-№  М—МНСеНь | р 
ХХ! мнсо— м СНз 
ХХИ ХХШ 


В-остаток основания 


Наконец, диальдегиды ХУПГ могут вступать и в реакции кон- 
денсации, приводящие к’ образованию новой углерод-углеродной 
связи. Так, описано их взаимодействие с нитрометаном, приводя- 
щее к нуклеозидам, производным 3’-нитро-3’-дезоксигексоз '78—189; 


СН»›оН СН»ОН СН.оН СН.ОН 


О. В Е СНзома ов но О. В О] 
2. СНзМО 
— КСО: + К мо» + К №0» он 
сно сно но ых 
ОН ОН 


ХМН 
В-остаток основания 


Весьма характерным свойством продуктов А окис- 
ления нуклеозид-5’-фосфатов и их производных ея способ- 
ность к’легкому расщеплению в щелочной среде. ри этом проис- 
ходит разрыв фосфомоноэфирной или фосфодиэфирной связи (см. 
гл. 10) с отщеплением неорганического фосфата или фосфомоно- 
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ни-АМАгликраанано: де 
эфира, а также разрыв \-гликозиднои связи (су л. 8) с; 


ВЫдель. 
нием гетероциклического основания. е 


В-остаток основания; 
К-атом водорола или различные радикалы 


Эффективными катализаторами такого расщепления служат 
первичные амины; промежуточными продуктами в этом случае 
являются, очевидно, соединения типа ХХ Ш, которые легко рас- 
щепляются при рН < 6. Аналогичный продукт конденсации с гид- 
разидом (ХХП) устойчив в интервале рН 4—8 17, 

Фенилгидразоны ХХ! при обработке избытком фенилгидразина 
в уксусной кислоте легко расщепляются с выделением гетероцик- 
лических оснований !72. Расщепление №-гликозидной связи в диаль- 
дегидах существенно облегчается в присутствии избытка перио- 
дата в реакционной смеси 181; возможно, что это связано с <пере- 
окислением» — гидроксилированием промежуточного продукта по 
С-Г. Подобного рода реакции хорошо известны при периодатном 
окислении производных углеводов в жестких условиях. 

Обработка п или полирибонуклеотидов при- 


идов. В интервале рН 5—9 при 

полностью специфична. При по- 

могут наблюдаться побочные процессы — 

псевдоуридина и гетероциклических ядер 

других нуклеозидных звеньев (см. гл. 11), однако в обычно ис- 

пользуемых условиях (рН 5—9, комнатная температура) протека- 

ния этих побочных реакций в сколько-нибудь заметной степени не 
наблюдается. 

Периодатное окисление олиго- и полинуклеотидов широко при- 
меняется для анализа и разделения смесей олиго- и полинуклео- 
тидов. 

Большое внимание было уделено применению периодатного 
окисления для выделения индивидуальных тРНК (обзор — см. 1). 
Смесь тРНК подвергают ферментативному аминоацилированию и 
обрабатывают затем периодатом; при этом разрушаются и 
гликольные группировки всех тРНК, не этерифицированные о 
ком аминокислоты. Продукты их окисления отделяют от а. 
ацил-тРНК с помощью рассмотренных выше реакций с и ее 
или гидразидами кислот. Для этой цели предложена адсороци: 


Г избытка пере 
‘Связано с ее 
го продукта п 
‚ пернодать 


тРНК, соде 
целлюлозе 
нафталин-3-к: 
продукта реак 
полученного к 


концевой остаток диальдегида, на аминоэтил- 
де - с гидразидом 2-окси- 
ледует азосочетание 
т идином и отделение 
ь › ионообменной хроматографии *. 
Наиболее удо идимому, использование "для ад- 
сороции продуктог ия гидразида полиакриловой кислоты, 
заключенного в агаровый гель '86. С помощью этого метода в со- 
четании с другими методами фракционирования удалось получить 
высокоочищенные препараты валиновой тРНК из дрожжей 187—189. 

дналогичный принцип может быть использован для отделения 
олигонуклеотидов, содержащих 3’-концевую последовательность 
нуклеотидов с незамещенной цис-гликольной группировкой, от дру- 
гих продуктов, образующихся при расщеплении РНК под дей- 
ствием рибонуклеаз !9%, 191, 

Периодатное окисление РНК с последующей модификацией 
образующихся диальдегидов под действием меченых реагентов мо- 
жет быть использовано, кроме того, для определения 3’-концевых 
групп полимера 73-176 (см. стр. 47). Наиболее удобным для этой 
цели является применение гидразида '*С-изоникотиновой кислоты 
с высокой удельной активностью '”“ или бортритида натрия 
МаВТ, 173. 

Окисление 3’-концевого нуклеозидного звена РНК и последую- 
щее расщепление прилегающей к нему фосфодиэфирной связи с 
выделением гетероциклического основания могут быть использо- 
ваны для ступенчатого укорачивания цепи олиго- или полинуклео- 
тидов (см. стр. 65). С помощью этого метода для ряда вирусных 
РНК удалось установить нуклеотидные последовательности, при- 
легающие к 3’-концу молекулы (см. стр. 81). 

Наконец, выполнен ряд исследований по изучению влияния 
окисления периодатом на функциональные свойства полирибону- 
клеотидов !75, 176, 192 В частности, найдено, что фенилаланиловая 
ТРНК из дрожжей после окисления периодатом и последующего 
восстановления МаВН. сохраняет способность акцептировать ами- 
нокислоты 193, 
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ГЛАВА 10 ® 


РАСЩЕПЛЕНИЕ ФОСФ 
И НЕКОТОРЫЕ ДРУГИ 
НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛ 


ОЭФИРНЫХ СВЯЗЕЙ 


Е РЕАКЦИИ ФОСФАТНЫХ ГРУПП 
ОТ И ИХ КОМПОНЕНТОВ = 


1. ВВЕДЕНИЕ 


Реакции, приводящие 


к расщеплению фосфоэфирных (в осо- 
ХЛ бенности фосфодиэфирных) связей, занимают особое место в ряду я 
других химических превращений нуклеиновых кислот и их компо- ‚— 
Не нентов. Они являются основой аналитических методов, используе- 
55 (98) мых для определения состава и строения нуклеиновых кислот. 
Хотя в настоящее время химические методы гидролиза фосфо- 
‚ Епеутои» эфирных связей в значительной степени уступили место фермен- 
Гу.-, 9 тативным, позволяющим проводить такое расщепление в более 
мягких условиях и более специфично, тем не менее возможности 
| ая химических способов гидролиза еще далеко не исчерпаны. 
ав Ао Расщепление фосфодиэфирных связей, особенно в ряду поли- 
55 05, ® рибонуклеотидов, может происходить под действием разнообраз- 
ных реагентов в широком интервале значений рН (в том числе и 
в. Сиб. 0% | близких к нейтральному) и при различных температурах. Поэтому 
лм | знание границ устойчивости фосфодиэфирных связей при работе 
зелев с биологически активными нуклеиновыми кислотами и полинукле- 
Санда" отидами особенно важно. > 
|. АН СС? Известны два основных типа реакций, приводящих к расщепле- 
д в НИЮ Фосфоэфирных связей. Они могут разрываться в результате 
С. Ву расщепления связи РЬ_О при межмолекулярной или ВВутримОле 
бои кулярной нуклеофильной атаке атома фосфора. К этому типу 
сет. относятся реакции гидролиза фосфомоноэфирных связей в моно- 
| нуклеотидах и Фосфодиэфирных связей в нуклеозидциклофосфатах 
ый и полирибонуклеотидах, катализируемые кислотами, щелочами и 
роз другими основаниями, а’также соединениями тяжелых металлов. 
(98 асщепление фосфоэфирных связей может происходить ао 
‚8 вследствие разрыва связи С—О в фосфомоно- и фосфодиэфирах, 
у 


имеющих в углеводном остатке карбонильную группу в В-положе- 
нии по отношению к фосфоэфирной связи. По такому о 
проходит кислотный гидролиз ДНК, расщепление и 
первичных аминов апуриновых и апиримидиновых д “› дезура- 
цильных РНК, а также 3’-концевых нуклеотидных остатков вРНК 
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после периодатного окисления и аналогичные реакции в ряду про. 
изводных ДНК. с у 

Помимо перечисленных реакций в этой главе будут 
рены также реакции, приводящие к алкилированию Фосфатных 
групп, и некоторые реакции концевых фосфатных групп полинук- 
леотидов. Реакции пирофосфатов и других нуклеотидангидридов 
в этой главе не рассматриваются (см. !). 


Рассмот. 


|. РЕАКЦИИ С РАЗРЫВОМ СВЯЗЕЙ Р—О 


1.Гидролиз фосфомоноэфирных связей в рибонуклеотидах 
и расщепление РНК до нуклеозидов 


Реакции гидролиза фосфомоноэфирных связей, хорошо изучен- 
ные для разнообразных моноэфиров фосфорной кислоты, в том 
числе и природных *, в ряду производных нуклеиновых кислот ис- 
следованы относительно мало. Это связано прежде всего с тем, 
что существуют хорошо разработанные методы ферментативного 
дефосфорилирования мононуклеотидов и концевых нуклеотидных 
звеньев в олиго- и полинуклеотидах, в то время как химические 
методы расщепления фосфомоноэфирных связей в рассматривае- 
мых соединениях далеки от совершенства. 

Общим методом химического гидролиза рибонуклеозидмоно- 
фосфатов до рибонуклеозидов является обработка при рН 4 
(обычно в аммонийформиатном буфере) и высокой температуре 
(100°С и выше) %5. Такие условия, как было показано для про- 


стых алкилфосфатов, являются оптимальными для расщепления 
фосфомоноэфирных связей 2 3, 6-8: 


®"ОСНЬ © В носн, о в 
—> 


во ов но он 
| В-—остаток основания 
| В, В'и В“ атомы водорода или РОН» 


Поскольку оптимум рН реакции гидролиза фосфомоноэфиров 
совпадает с оптимумом рН существования этих соединений в форме 
моноаниона, предполагают, что механизм реакции заключается в 
перераспределении электронов в таком моноанионе (чисто внутри- 
молекулярном или с участием молекулы воды), приводящем в 
итоге к расщеплению связи РО 3,6, Роль нуклеофильного реа- 


—_—__. 
* Обзоры — см. 2,3, 
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гента, атакующего атом фосфора, играет 


недиссоциированная 
ОН-группа: 


В—различные органические радикалы 


Изучение гидролиза фосфомоноэфирных связей в ряду фос- 
форилированных производных аденозина при РН 4 показало, что 
скорости отщепления фосфатных групп сравнительно мало зависят 
от положения и числа фосфатных групп в остатке рибозы 
(табл. 10.1). 


Таблица 10.1. Гидролиз аденозинфосфатов до нуклеозидов в 0,4 М 
растворе формиата аммония (рН 4, 100 °С, 4 ч)* 


Относительная 
Степень скорость гидро- 
гидролиза лиза в пересчете 
Исходное соединение до аденозина, |на одну отщепив- 

% шуюся фосфат- 

ную группу 
- 52 
46 
18 
23,5 
21,5 


Природа основания влияет на скорость расщепления „фосфомо- 
ноэфирной связи, по-видимому, в несколько большей степени 
(табл. 10.2). 

Нагревание мононуклеотидов в водных растворах при низких 
значениях рН (менылих или равном 1) также приводит к рас- 
щеплению фосфомоноэфирных связей 10, И. Однако в этих условиях 
лишь пиримидиновые нуклеотиды расщепляются до нуклеозидов 
(причем цитидин в значительной степени дезаминируется); для 
пуриновых нуклеотидов со значительно большей скоростью идет 
‘идролиз М-гликозидных связей (см. гл. 8). Из пуриновых 27 (3) - 
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й 0-2*(3/)= 

нуклеотидов при этом образуются рибозо-2’ (3’) Фосфаты, 9 
тельно быстро отщепляющие фосфатную группу, вероятно, ? 

р ‘элиминации (см. стр, 573), а из пуриновых № 
ханизму В 5 фа ГЯДНОЙ °5’Нуклы, 
тидов — соответственно рибозо-б’-фосфат, гидролизующийс, За 
тельно медленнее. С этими факторами, по-видимому, связаны боль 
шие различия в скоростях гидролиза фосфомоноэфирных связ 
2’ (3’)-мононуклеотиды гидролизуются быстрее, чем 5 “МОНОНукла,, 
тиды, а пуриновые нуклеотиды — быстрее, чем пиримидиновы, 
(табл. 10.3). 


Таблица 10.2. Гидролиз рибонуклеозид-5’-фосфатов дон 


уклеозидов 
при кипячении в аммоний-формиатном буфере: 


Выход н укле: 
) Лео. 
Исходное соединение РН Время, 4 у 


Зида, % 


Аденозин-5’-фосфат 
Гуанозин-5’-фосфат 
Уридин-5’-фосфат 
Цитидин-5’-фосфат 


СИЕ 


в нуклеозид-2’ (3/) -фосфатах 

д действием солей и гидроокисей тория !2, цир- 

редкоземельных элементов 13, 14 и свинца 15. Например, 

при нагревании при 100°С в течение 20 мин с гидроокисью лан- 


(3’) -фосфаты почти количественно 
щие нуклеозиды !3. Скорость е. 
от температуры. При 65°СирН7 | 
клеотидов под действием гидрооки- 
идет более 100 чм. 
Таблица 10,3. Ги, 


дролиз рибонуклеотидов в 0,1 н. НС! при 105°С!0 


Время Время 
г е .103 Исхо! полупрев- 
Ис полупрев: Е1- 103, ходное 
Ходное соединение ращения, мин соединение ращения, 
мин 


мин 
ф Аденозин-5’-фос- 
Е аа 
Гуанозин-5/-фос- 


И оозеАНнЫ 
60 5,0 


180 1,6 


Нвиераакт Аст 


720 0,4 
600 0,5 


ант 


В присутствии солей т 
23) фо, 


клеозид- 
ория и циркония при 37°С ну 
осфаты отщепляю 


Е в КИСЛОЙ 
Т неорганический фосфат как 
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(рН 3,6), так и в щелочной (рН 8,3) среде !?. Соли тория оказа- 2: 
лись в этом отношении значительно активнее солей циркония - 
(табл. 10.4). 
Ионы двухвалентного свинца дефосфорилируют рибонуклеозид- > 
2 (3') -фосфаты за 2—4 ч при рН би 100°С °°. 24 
Катализ реакции гидролиза фосфомоноэфирных связей соеди- Е = 
нениями тяжелых металлов объясняется, по-видимому, их способ- а 
ностью связываться с фосфатными группами, повышая электро- д 
фильность атома фосфора !°. Для протекания реакции необходимо = 
наличие в остатке сахара гидроксильной группы, соседней с фос- - 
фоэфирной связью, поскольку дезоксирибонуклеотиды под дейст- 
вием ионов металла не дефосфорилируются 2. Принимает ли эта 


гидроксильная группа участие в связывании ионов металла с фос- р 
фатной группой или в какой-либо другой стадии реакции дефос- ;. 
форилирования, в настоящее время неизвестно. Е 


В молекуле полинуклеотида фосфомоноэфирные связи имеются 
только в концевых 3”- или 5’-звеньях. Химические реакции, кото- 
рые позволили бы избирательно удалять концевые фосфатные 
группы в РНК без расщепления фосфодиэфирных связей, в на- & 
стоящее время неизвестны, и для этих целей применяются фер- - 
ментативные методы. Под действием ряда реагентов РНК могут Е 
расщепляться с образованием нуклеозидов. Во всех реакциях этого з 
типа первой стадией является расщепление фосфодиэфирных свя- 
зей с образованием моно- и олигонуклеотидов (см. стр. 553 сл.), за 
которой следует гидролиз образовавшихся фосфомоноэфирных 


связей: = 
-- 2 о Ня 
УРА ой \о ой \5 
ИХ = 
(©) р СИ, О В СН» О. В 
СНЬ о В а 
«7 (н0):ОРО он но он 


ы5 ю он | | 


р 
се носн В носн» В 
/ 20 о 
СН о В зы 
(н0).ОРО ОН но он 
г. ОН 
ВиВ’остатки оснований 
35 Зак. 614 
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Реакция гидролиза РНК до м широко и СПолЬЗо, 
лась для изучения ВИЕЛеОРИДНОКО состава К 16-9 Одни =. ыы 
вых методов такого гидролиза было нагревание РНК с о 
рами аммиака при 175—180°С. В дальнейшем для повыЩе 
выхода нуклеозидов были использованы более мягкие Условия м ра 
ролиза 8. Для получения нуклеозидов применялось такж Длител, 
ное (110 ч) кипячение растворов РНК в 50% 


о-ном водном пира. | 
дине 9. Все эти реакции сопровождаются значительным Дезамини. 
] рованием цитидина 20, 


ивр ны 


Таблица 10.4. Гидролиз нуклеозид-2” (3 


’)-фосфатов под действием 
солей тория и циркония (5. 10-2 мм) 


при 37° С за 24 ч!2 


Степень отщепления неорганического фосфата, % 
ы 


Исходное соединение под действием солей ТЬГУ | под действием солей 2ИУ 


Ы при РН 8,3 при рН 3,6 


их =__——————— 
29 

5 

г, 


1 
при рН 8,3 | при РН 3,6 


Аденозин-2/(3/)-фосфат - . 79,2 77,4 22,5 13,7 
Цитидин-2^(3/)-фосфат ет 54,9 76,1 11,3 161 
Гуанозин-2(3’)-фосфат в 34,5 64,5 6,5 8,0 
Уридин-2/(3/)-фосфат 40,3 68,6 18,6 17,0 


Нуклеозиды образуются при нагревании РНК при 100°С в 


одном этиленгликоле, содержащем 10% пипери- 


протекает, вероятно, по механизму переэтерифи- 
орилирование, см. стр. 555): 


: НОСН, ов 
\ 
а © 


г а 


носн, Вы 
носньсн,он о 


, 


5. _ = -& ще 
я => = 7 
= " а р 
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кислотой при 100°С в течение 24—48 4122. 
кислотный гидролиз РНК до нуклеозидов не п 
при этом происходит значительное дезамини 

РНК также может расщепляться до нуклеозидов при РН 4 в 
условиях, оптимальных для гидролиза фосфомоноэфирных связей. 
Так, при нагревании РНК в 8 М растворе формиата аммония (рН4, 
140 °С, 5 ч)? или в 50%-ном водном формамиде (130°С, 10 ч)*% 23, 
преврашающемся в этих условиях в формиат аммония, с высоким 
выходом образуются аденозин, гуанозин и уридин. Цитидин, од- 
нако, в указанных условиях дезаминируется более чем на 504 °. 
Данный метод был предложен для препаративного получения 
нуклеозидов из РНК 23. 

Соли и гидроокиси ряда тяжелых металлов катализируют рас- 
щепление РНК до нуклеозидов (см. стр. 568). С наибольшей ско- 
ростью эта реакция протекает при кипячении РНК с гидроокисью 
свинца (рН 8, 3 4)! и гидроокисью висмута (рН 4, 4—6 ч) в. 
Менее активны гидроокиси редкоземельных металлов Гай, Сеш, 
Гл 4 15, 2, а также циркония и тория? (см. табл. 10.10), 


В настоящее время 
рименяется, так как 
рование цитидина 22, 


2. Гидролиз фосфоэфирных связей : 
в рибонуклеозидциклофосфатах 


Рибонуклеозид-2/,3’-цилкофосфаты. Рибонуклеозид-2”,3’-цик- 
лофосфаты * являются промежуточными продуктами гидролиза 
РНК и полирибонуклеотидов под действием рибонуклеаз 2? 28, при 
химическом гидролизе РНК, катализируемом кислотами и основа- 
ниями 28 (стр. 553 сл.) и при изомеризации (взаимопревращении) 
рибонуклеозид-2’- и рибонуклеозид-3’-фосфатов 2? (см. стр. 563). 
Фосфодиэфирная связь в рибонуклеозид-2”,3’-циклофосфатах рас- 
щепляется в щелочной и кислой средах. При этом образуется смесь 
рибонуклеозид-2”- и -3’-фосфатов, если реакция проводится в воде, 
или соответствующих моноалкилфосфатов, если средой являются 
безводные спирты: 


НОСН»Ь о В НОСНЬ о В НОСНЬ О В 
ВОН 


В-остаток основания; В= Н или Ак 


25, 26. 


* О методах синтеза рибонуклеозидциклофосфатов см. 


35* 


| 
р: 


ма 


ый окпмнаранвриаинЬь 
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Скорости этих реакций чрезвычайно велики по сравнению 
скоростями аналогичных превращений нециклических Фосфодизф,, 
ров, например диалкилфосфатов, гидролиз и реа Которых 
идет в 108—107 раз медленнее 4, 3. Эти ео ЪЯсняют особен. 
ностями строения пятичленных циклофосфатов >, 3, Гидролиз рибо. 
нуклеозид-2’,3’-циклофосфатов особенно быстро идет в кислой сре. 
де. Исследования кинетики гидролиза этих соединений 3, а также 
циклофосфатов ряда цис-гликолей *%3 привели к заключению >, 3, ы 
что расщеплению фосфодиэфирной связи подвергается недиссоции- 
рованная и протонированная (вероятно, По Одному из кислородов 
фосфатного цикла) форма циклофосфата *, В такой форме атом 
фосфора обладает частичным дом, повышаю- 


ды или спирта; про- 
ода облегчает разрыв связи РО. 


Н 
б о я О 
\ёхоН оо -Н НО | ‚он 
Р Е Е Р 
7-Х \ (-н*) х 
[15) 9 НО О 


Исходное соединение 


[+], мольл Ко, сек_!.моль-? 
Уридин-2',3’-циклофосфат 


.. 0,010—0,040 0,28 
Цитидин-2',3’-циклофосфат .. 0.040—0,100 0,17 
Аденозин-2’,3/-циклофосфат . 0,050—0,100 0,06 


наибольшей скоростью 
римидиновые циклофос- 


пуриновых и пири- 
. В работе рассмот- 
— Участие в переход- 
-2 пиримидинового ядра, 
› И влияние положительного заряда на №-1 
ВНЕ 


* Этот вывод основан 
группы, 


СПИрт», 
рыв Связи мы 
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в адениновом ядре, замедляющее реакцию за счет эффекта поля. 
Предпочтение отдается второму фактору. 

Продукты, кислотного гидролиза нуклеозид-2’,3’-циклофосфа- 
тов — 2”- и 3’-нуклеотиды — образуются в количествах, близких к 
ЭКВИМОЛЬНОМу 3, что является следствием почти равновероятного 
раскрытия циклофосфатов по обоим кислородам остатка рибозы. 

Взаимопревращение 2”- и 3’-рибонуклеотидов, хотя и происхо- 
дит в условиях реакции, но со значительно меньшей (приблизи- 
тельно на порядок) скоростью 39. В безводных спиртах в присут- 
ствии НС! (1 капля насыщенного раствора НС] в диоксане на | мл 
спирта) рибонуклеозид-2’,3’-циклофосфаты быстро превращаются 
в смесь моноалкил-2”- и -3’-нуклеозидфосфатов (за 10—20 мин при 
комнатной температуре). Таким методом были получены рибонук- 
леозид-2” (3/) -метил-, -этил-, -Н-пропил, -трет-бутил-', а также -изо- 
пропил- и -бензилфосфаты 3. 

Кислотный гидролиз применяется для раскрытия концевых 
2’, 3’-циклофосфатных группировок в олигонуклеотидах, образую- 
щихся при расщеплении РНК под действием рибонуклеаз. Для этих 
целей применяют обычно обработку 0,1 н. соляной кислотой при 
комнатной температуре в течение 4 ч 25, % или 4 н. муравьиной кис- 
лотой при комнатной температуре в течение И 

Шелочной гидролиз рибонуклеозид-2’,3’-циклофосфатов идет в 


52 ==. более жестких условиях и с меньшей скоростью, чем кислотный. 
тет со значительно Так, для полного гидролиза этих соединений применяют нагрева- 
дролиза рибову ние с | н. раствором МаОН при 100°С в течение 1 ч25. Скорость 

да оснований реакции пропорциональна концентрации гидроксил-анионов 30. Пред- 


‘риро 
ос кило 


полагаемый механизм превращения включает в качестве опреде- 
ляющей скорость стадии атаку ионом ОН” или каким-либо другим 
основанием по слабо электрофильному в данных условиях атому 
фосфора (поскольку одна из гидроксильных групп фосфатной груп- 


—1. 4046 
-я пировки ионизована). 
р о о 
и 2: н Урон 
) Е - < 
т > 
т Ты Е 
и ийй 
НО ри м В отличие от кислотного щелочной гидролиз рибонуклеозид- 
аден и а 2’,3'-циклофосфатов полностью необратим. На скорость реакции, 
р рии У" как и при кислотном гидролизе, оказывает влияние природа осно- 
ПУ ото у вания (табл. 10.5). 
ео Уридин-2’.3/-циклофосфат расщепляется несколько быстрее ци- 


тидинового производного, аденозин-2”,3’-циклофосфат — значитель- 
но медленнее. Причина подобного различия пока не ясна. Соот- 
ношение изомерных нуклеозид-2”- и -3’-фосфатов, образующихся 
при щелочном гидролизе нуклеозид-2’,3’-циклофосфатов, близко к 
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эквимольному, однако с небольшим преобладанием З'изомер. 


(0,5 н. МаОН, 20 ч при 37°С) 84: 


Выход Выход 
Исходное соединение `нуклеотида, 3’-нук леотида, 
} % 
Цитидин-2’,3’-циклофосфат ., 45 55 
Уридин-2”,3’-циклофосфат , в 40 60 
Гуанозин-2',3’-циклофосфат ЧЕ 45 55 


Расщепление рибонуклеозид-2’,3/’-циклофосфатов алкогол 
щелочных металлов в спиртовых средах, приво 
нию рибонуклеозид-2’(3/) -алкилфосфатов 3% 35, 
тельно медленнее аналогичной реакции 


ятами 
дящее к Образова. 
протекает значи. 
› катализируемой кислотами 
побочных продук- 
тов *°. Так, при обработке аденозин-2’,3”-циклофосфата 1 М 
в течение 17 ч при 
комнатной температуре были получены аденозин-2” (3’) -бензилфос- 
фаты (31%) и аденозин-2’ (3/) -монофосфаты (60%):5. В аналогич- 
оры алкоголятов натрия в соответствую- 


мнатной температуре) из нуклеозид-2/,3/- 
циклофосфатов получены нуклеозид-27(3/) -метил-, -этил-, -и-пропил- 


и -трет-бутилфосфаты *1, Особенностью реакции является преиму- 


атов в случае спиртов с 
ми радикалами (трет-бутильным, изо- 
пропильным) 31. Возможно тся пространственными за- 


Таблица 10.5. Конста 


нты скорости * щелочного гидролиза 
нуклеозид-2’,3”-циклофосфатовзо 
Исходное соединение ева [оН-|, те А 
Уридин-2/,3’-циклофосфат ты 30 0,025—0,10 5,0 
40 0,025— 0,10 8,9 
Цитидин-2/,3’-циклофосфат ре 40 0,040—0,10 6,9 
Аденозин-2’,3/-циклофосфат А 30 0,05 14 


* 1 = №о-[ОН`], где #1 — константа скорости щелочного гидролиза первого порядка. 


Для раскрытия концевых циклофосфатны 
и тем более поли 
поскольку в этих 


х группировок в олиго- 
гидролиз неприменим, 


й ростью идет гидролиз 
межнуклеотидных фосфодиэфирных связей ( 


слабокислой и нейтральной средах (РН 4 


туре 85—100°С уридин- и аденоз 
'зуются 30 до соответствующих нук 
ре 


* Сообщение о’ том, чт 
циклофосф 


0 ал. 

© при гидролизе в нейтральной среде т 

ат превращается в идин-3’-фосфат 3” оказалось ошибочн ° 
ревращ. урид 
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щей скорость реакции, является гидролиз фосфодиэфирной связи, 
после чего протекает более быстрый в этих условиях гидролиз фос- 
фомоноэфирной связи (см стр. 542) 30. 

Нуклеозид-3',5’-циклофосфаты. Рибонуклеозид-3/.5”- и дез: 
оксирибонуклеозид-3',5’-циклофосфаты (об их синтезе см. 3840) под 
действием кислот и оснований претерпевают расщепление фосфо- 
диэфирной связи, которое во многих случаях, в зависимости от 
условий реакции и природы основания и углеводного остатка, со- 
провождается гидролизом М-гликозидной связи (стр. 495, 504). 
Первый из указанных процессов приводит к образованию смеси 
нуклеозид-3’- и -5”-фосфатов (с преобладанием 3/-изомеров)*, вто- 
рой —к смеси рибозо- (или дезоксирибозо-) фосфатов, дефосфо- 
рилирующихся в более жестких условиях: 


но. --9 
о 
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ае сп 
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ие’ Скорость гидролиза фосфодиэфирных связей в нуклеозид-37,5/- | 
о пиклофосфатах значительно выше, чем в обычных шестичленных Е 
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- 2 р Е, 
‚ * При кислотном гидролизе первоначально образуются нуклеозид-5’-фос- 
Ффаты, превращающиеся затем в смесь нуклеозид-2’(3’) -фосфатов. 
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Это связано, ‚по-видимому, с особенностями конформации моль 
кул нуклеозид-3’,5'-циклофосфатов, в которых шестичленная их, 
лофосфатная система находится в транс-сочленении с ПЯТИЧден, 
ным рибо- (дезоксирибо-) фуранозным циклом (см. стр 132) ®. 

Механизм расщепления ‚фосфодиэфирных связей в. НУклеознл, 
3',5'-циклофосфатах под действием кислот и оснований, Вероятно 
аналогичен механизму расщепления этих связей в нуклеозид-’ у» 
циклофосфатах под действием тех же агентов (см. стр. 547). О; 
может включать атаку нуклеофильным реагентом атома фосфора 
и разрыв связи РЬ-О; расщепление связи Р— при С-5” происхо. 
дит с большей скоростью, чем связи РО при С-3/ а. возможно, 
ввиду их стереохимической неэквивалентности. 

Кислотный гидролиз дезоксирибонуклеозид-3’,5'-циклофоса. 
‚тов “2 и пуриновых рибонуклеозид-3’,5’-циклофосфатов приводит к 
выделению оснований 40 (см. стр. 495), сопровождающему разрыв 
фосфодиэфирных связей “. Так, при нагревании аденозин-37’ 5". 
циклофосфата с сульфокатионитом в. Н+-форме образуется смесь 
рибозо-2”-, -3/- и -5’-фосфатов *3; в более жестких условиях — при 


ции являются аденин, рибоза и ортофосфорная кислота 0. При 
аналогичной обработке (1 н. НС, 100°С) уридин-3',5’-циклофос- 
фат полностью расщепляется за | ч (время полупревращения 
8 мин); при этом образуются урацил (67%), уридин-2” (3’) -фосфат 
(27%) и Уридин-5’-фосфат (6%). Цитидин-3”,5’-циклофосфат раз- 
рушается полностью за 9 4 (время полупревращения 26 мин); при 


этом возникают цитозин (6%), цитидин-2’(3') -фосфат (78%) и ни- 
тидин-5’-фосфат (13%) 4. 


Таблица 10.6. Гидролиз рибонуклеозид-3', 5’-цикло осфатов 
в 0,2 н, растворе Ва(оН), (100° С, 30 мин) 40 ы 


Исходное соединение | 


Продукты гидролиза | Выход, % 

А ЕНОАВИЫЫ .2 ай 
Уридин-^3,5’-циклофосфат а: Уридин-3’-фосфат 81 
Уридин-5’-фосфат 14 
Цитидин-3’), ’-циклофосфат, рвет Цитидин-3/-фосфат 41 
Цитидин-5’-фосфат 8 
Уридин-3/-фосфат - 37 
: Уридин-5’-фосфат ". С 
Аденозин-3,,5'-циклофосфат ОЖ Аденозин-3”-фосфат я 

Аденозин-5’-фосфат 

Г Уанознн-3/,5’-циклофосфат О. = Гуанозин-3/-фосфат 80 


то уанозин-5’-фосфат 
ее. 


* 
Образуются За счет дезаминирования производных цитозина, 


Х Условнят — ту 
продуктами рен. 
_ кислота“. Гр 
1Н-3_ 5’ -ЦИКЛОФ 
толупревращеня 
иН-2' (3') -фосбат 


х фат раз 
и пр 


ат (78%) ии 
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При щелочном гидролизе нуклеозид-3/,5 
продуктов реакции зависит от применяемого реагента. При нагре- 
вании в | н. растворе МаОН при 100°С аденозин-37 5'-циклофосфат 
отщепляет *, 43, 44 аденин (см. стр. 504), а Уридин-3/,5/-циклофос- 
фат — урацил, хотя основным продуктом реакции является ури- 
дин-3’-фосфат (—70%) %. В то же время тимидин-3’,5^-циклофос- 
фат в этих условиях количественно превращается в смесь мононук- 
леотидов (время полупревращения 24 4) — тимидин-3’-фосфат 
(80%) и тимидин-5’-фосфат (20%). Значительно более эффек- 
тивна в качестве гидролизующего агента гидроокись бария, в 0,2— 
0,4 н. растворах которой при 100°С гидролиз фосфодиэфирных свя- 
зей в рибонуклеозид-3*,5’-циклофосфатах проходит количественно 
за 30 мин и практически не сопровождается отщеплением основа- 
ний “©, “. При этом 3’- и 5/-нуклеотиды образуются в соотношении 
примерно 5:1 (табл. 10.6). 

Каталитический эффект ионов бария обусловлен, вероятно, их 
способностью связываться с фосфатной группой. 


’-циклофосфатов состав 


3. Гидролиз фосфодиэфирных связей 
в полинуклеотидах 


Два типа полинуклеотидов — ДНК и РНК — резко различаются 
по стабильности фосфодиэфирных связей. В то время как РНК при 
относительно мягкой щелочной обработке гидролизуется до моно- 
нуклеотидов, ДНК в этих условиях довольно устойчива; то же от- 
носится к действию соединений тяжелых металлов (см. стр. 568). 
При кислотном гидролизе происходит деградация полимеров обоих 
типов, однако характер продуктов и механизм расщепления фос- 
фодиэфирных связей для ДНК и РНК в этом случае различен. 
Большинство реакций, приводящих к расщеплению фосфодиэфир- 
ных связей в РНК, протекает по механизму трансфосфорилирова- 
ния с участием гидроксильной группы при С-2” остатка рибозы, 
В то время как для ДНК характерен распад фосфодиэфирных свя- 
зей по механизму В-элиминации с предварительным отщеплением 
оснований (см. стр. 571) или с окислением остатка дезоксирибозы 
(см. стр. 590). 

Реакции такого типа изучены и для РНК (см. стр. 593). 


Щелочной гидролиз РНК 


Фосфодиэфирные ‘связи в молекуле РНК БАсетаРАются” ло 
действием оснований. Если гидролиз идет в водной среде, то ко- 
нечными продуктами являются нуклеозид-2’ (3) -фосфаты; при об- 
работке‘ алкоголятами щелочных металлов в спиртовых средах 
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образуются нуклеозид-2' (3’) -алкилфосфаты: 


ее 
и 

<) [6 

В-остаток основания; К=Н или А 


Относительная легкость гидролиза фосфодиэфирных связей 

К под действием щелочи, отмеченная еще первыми исследова- 

телями 46, представляется необычной, если сравнить ее с устойчи- 

востью тех же связей в ДНК и диалкилфосфатах >, 3, &. Известен, 

фиров, которые, подобно РНК, легко гидро- 

. Все они содержат ОН-группу в а-по- 

отношению к фосфоэфирной связи 2, 3. Так, 1-метил- 

фосфат глицерина 48, диметилфосфат этиленгликоля 48 и 2”. или 37. 

(но не 5'-) бензилфосфаты аденозина “3, ° быстро гидролизуются 

В щелочной среде; процесс сопровождается миграцией фосфатной 
хруппы: : 


СН›ОРО(ОН), г 


К: р + СНОРО(ОН), 
| 
СН»ОН СН,ОН 


Если в -положении к фосфоэфирной группе находится не гидр- 
оксильная, а алкоксигруппа, как, например, в 2-метоксиэтилме- 
тилфосфате 

(@) 


| 
ро 


ОН 


то такие фосфодиэфиры проявляют обычную устойчивость к щелоч- 
ному гидролизу *, 3. Сходной устойчивостью к щелочному а 
обладают и РНК, химически метилированные по гидроксильным 
группам при С-2” остатков рибозы 51. Присутствие в ра а 
Р 2-О-метилрибонуклеозидных звеньев (см. стр. риво- 
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дит к сохранению соотве 


2 тствующих фосфодиэфирных связей в та- 
ких РНК в условиях ще 


лочного гидролиза 52; 


он” 


> Не гидролизуется 


В-остаток основания 


Эти данные привели в свое время к предположению *, что в гид- 
ролитическом акте участвует ОН-группа при С-2” остатка рибозы, 
атакующая атом фосфора, в результате чего происходит разрыв 
связи РЬО при С-5’ и образуется нуклеозид-2”,3”-циклофосфат, 
гидролизующийся далее (см. стр. 547) до нуклеозид-2’(3”) -фос- 
фата 5%, 56, 


`о. 7 ов 
| 


Путь < 
АО =>-0 


В—остаток рибозы или рибозофосфата 


Промежуточное образование нуклеозид-2’,3’-циклофосфатов до- 
казано *8 выделением их из продуктов щелочного гидролиза РНК 
(см. стр. 560). Первоначальное предположение о промежуточном 
образовании циклотриэфиров типа Та было отвергнуто на 


47 елочног ‹ис- 
* Впервые оно было высказано в работе : Олмеханизме щелочного»и кис 
летного гидролиза РНК см. в обзорах °, 58—59, 


22 


асе иасиаНЕЕ ЕЯ 


ых 
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основании того 57, что при щелочном гидролизе РНК в НО в фо. 
фатную группу образующихся мононуклеотидов включается только 
один атом 180. В 

Каталитическая роль оснований заключаетс 
вызывают диссоциацию ОН-группы при С-2” остатков рибозы* 
повышая тем самым ее нуклеофильность, после чего внутримоле, 
кулярная нуклеофильная атака по атому фосфора может проте. 
кать либо по механизму замещения (путь А), либо по механизм 
присоединения (путь Б). Механизм присоединения был отвергнут, 
так как образование промежуточного пятиковалентного триэфира | 
должно было бы приводить к миграции фосфоэфирного остатка в 
процессе щелочного гидролиза. В действительности это не наблю- 
дается: среди продуктов неполного щелочного гидролиза цитидин- 
3’-бензилфосфата не обнаружен цитидин-2”-бензилфосфат 58, а среди 
продуктов неполного гидролиза РНК не обнаружено олигонуклео- 
тидов, содержащих 2',5’-фосфодиэфирные связи 58, 

Изучение кинетики щелочного гидролиза олигонуклеотидов вв 
и различных РНК», 63— показало, что скорость расщепления фос- 
фодиэфирной связи, соединяющей два нуклеотидных остатка, зави- 
сит от их природы. 


Ниже приводятся данные по расщеплению ряда динуклеозид- 
монофосфатов в 0,5 н. растворе МаОН (28 °С, 8 ч) в; 


Я В ТОМ, что они 


Степень Степень 
сщепления епления 
рии ОИ ооо ино ПИ 
% % 
АрА 47 Арс 44 
СрА 58 @рс 68 
СРА 76 СрС 78 
ОРА 88 Орб _96 


При расщеплении динуклеотидов в 0,86 н. 


растворе КОН при 
26°С были получены следующие результаты 65: 
Исходный пы Исходный и. 
АиНУКЛеотид гидролиза динуклеотид гидролиза 
ОрОр 10 Ар@р 0,21 
СрСр 0,62 @рАр 0,18 
СрСр 0,25 АрАр 0,10 
АРОр 0,25 


Сравнение приведенных данных показывает, что Но 
влияние на скорость щелочного гидролиза ет м ря 
5'-концевого звена: все динуклеозидфосфаты типа Рид—р р 


* При РН 12 скорость образования О иофосфатое, В к 
релизе РНК возрастает пропорционально концентрации ионов , 


{0} и 
выше 12, когда ОН-группа при С-2” практически полностью диссоциирована, 
не зависит от рН 57, 


'Клеотидови- 
цепления фо; 
остатка, зав 


‘динуклеозит 


Степень 
сщепления 
фолиофиной 
СВЯЗИ, 


А 
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щепляются значительно медленнее динуклеозидфосфатов типа 
Руа—р—М. Гораздо меньше влияет на скорость расщепления фос- 
фодиэфирной связи характер 3’-концевого звена, хотя динуклео- 
зидфосфаты типа Рид—р—Ри4 гидролизуются заметно медленнее 
производных типа Ри4—р—Руч. 

В олиго- и полинуклеотидах с наименьшей скоростью гидро- 
лизуются полипуриновые последовательности, особенно блоки 
олиго-А, а с наибольшей — полипиримидиновые последовательно- 
сти, из которых наименее устойчивы 5? блоки олиго-0 (табл. 10.7). 


Таблица 10.7. Частичный гидролиз фосфодиэфирных связей 
в гомополинуклеотидах при рН 1059 


Время частичного расщепления 
Исходный Температура фосфодиэфирных связей, мин 
полинуклеотид гидролиза, °С 
на 1% на 10% на 50% 
Поли-А 100 2,5 26 150 
Поли-0 90 0,7 7 46 
Поли-С 100 0,05 5 32 


Ббльшая устойчивость полипуриновых блоков проявляется так- 
же в том, что при неполном гидролизе РНК образуются преиму- 
щественно пуриновые олигонуклеотиды 5. При гидролизе РНК до 
мононуклеотидов различия в скоростях гидролиза фосфодиэфир- 
ных связей в значительной степени нивелированы, однако и В этом 
случае проявляется большая устойчивость фосфодиэфирной связи 
у адениновых звеньев. Так, при гидролизе дрожжевой тРНК в |. 
растворе КОН при 25 °С время, за которое в виде нуклеозид-2 (3)- 
фосфата выделится половина от содержания в РНК ООН к- 
леотида, составляет ® 5,6 ч для Ар, 9,8 и для Ср; 2,3 ч для Сри 
2,6 ч для Ор. 

Природа влияния оснований на скорость гидролиза фосоли: 
эфирной связи продолжает оставаться предметом обсуждения. те 
можно, что одной из основных причин меньшей реакционной . — 
собности фосфодиэфирных связей в пуриновых олигонуклеотид 
являются межплоскостные взаимодействия, более сильные между 

59, 66 нию с взаимодействиями 
пуриновыми основаниями 5%» 66 (по сравне она 
между пиримидинами). В частности, для диНуКт а 
они приводят к такой конформации, при которое ато? 


‹ б ение связи 
- -0’ остатка рибозы, а вращ 
В ет переход динуклеотидного 


(-3'—О заторможено. Это затрудия жения переходного 
звена в конформацию, необходимую для дости ее Я АНИ 
состояния реакции гидролиза. Предполагается, что пр ана 
межплоскостного взаимодействия оснований ск р , 


ч р 
фосфодиэфирной связи примерно в 10 раз меньше, чем при 
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беспорядочном расположении оснований соседних НУКЛеотидны 
остатков °. Влияние рН, температуры и ионной силы на относите, 
ную реакционную способность фосфодиэфирных связей может быт, 
сопоставлено с влиянием этих факторов на межплоскостные Взан. 
модействия между соответствующими основаниями 59 (см. гл, 4) 
Так, наибольшие различия в скоростях гидролиза Фосфодиэфир. 
ных связей наблюдаются 59 при РН 11, когда ионизация остатков 
гуанина и урацила нарушает межплоскостные взаимодействия 
в результате чего полигуаниловые блоки гидролизуются значи. 
тельно быстрее полиадениловых, а полиуридиловые — быстрее по: 
лицитидиловых *. 

рый может влиять на скорость гид- 

иэфирных связей РН 


ОН-группы 35, 63. 
мидиновые основания образуют бол 
вследствие чего соответствующие 
реакционноспособны 385, 63. Очевидно 


степени. 
На устойчивость фосфодиэфирных связей, по-видимому, влияет, 
кроме того, длина полинуклеотидной цепи 8, 69, то. Количественные 


рость гидролиза фосфод о з 

ротких олигонуклеотидах ВТ ан 89 на ос- 
новании изучения кинетики образования мононуклеотидов при ще- 
лочном гидролизе тРНК. 


Вопрос о влиянии ДЛИНЫ полинуклеотидной цепи на СЕоВОСТЬ- 
гидролиза в настоящее время еще не ясен, 
а, 

* Следует отметить, что межплоскостные взаимодействия являются, ра. 
димому, не единственной причиной большей прочности о 
в пуриннуклеозидных звеньях, поскольку аналогичные различия. Ры д, 
гидролиза наблюдаются и для фосфодиэфирных связей в нукдеозид-2, ы 
фосфатах (см. стр. 548). 


типотезе пиру 
Ородные связ, 
‚ связи боле 
МОжет влиять 
›й области рН 
значительной 


ОМУ, ВЛИЯЕТ, 
тичественные 
то скс: 
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Методики щелочного гидролиза РНК до мононуклеотидов 
весьма разнообразны *. Использовались водные растворы гидро- 
окисеи щелочных металлов различной концентрации Ен.) 
гидроокиси бария "3, аммиака "^, пиперидина 75 при температу рах 
от комнатной до 100°С и выше. Гидролиз водными растворами. ам- 
миака, применявшийся в более ранних работах, в настоящее время 
не используется, так как приводит к образованию значительных 


ИТ 


количеств нуклеозидов (см. стр. 546). Наибольшее распростране- 
ние пач метод гидролиза 0,3 н. раствором КОН при 37 °С в те- 

Ре Чет 1 и а , 
чение 16—20 476,7. Другие методики, применяемые в настоящее 
время, суммированы ниже ??: 


Реагент Температура, Время гидролиза 
{6 мин 
КО ас 80 60 
[Аа Ро Е 100 20 
ОБКН 100 40 
104ф-ный пиперидин .. 100 90 
1ф-ный пиперидин .. 100 300 


Щелочной гидролиз РНК до мононуклеотидов, хотя он и яв- 
ляется одним из самых распространенных методов опреде 
нуклеотидного состава РНК и часто применяется при У 
нии нуклеотидной последовательности и определении 
звеньев в олигонуклеотидах (см. стр. 45), как аналитический 
тод имеет ряд существенных недостатков. В процессе щелочного 
гидролиза РНК происходит существенное дезаминирование произ- 
водных цитозина ?°и в еще большей степени 3-М№-метилцитозина, 
разрушение производных 5,6-дигидроурацила (см. стр. 456), а 
также 7-М-метилпуринов и 1-М№-метилгипоксантина (см. стр. 440 и 
442), перегруппировка производных 1-М-метиладенина в 6-экзо-М№- 
метиладенины (см. стр. 450). Поэтому для анализа содержа- 
ния этих соединений в составе РНК щелочной гидролиз непри- 
годен. 

Гидролиз РНК в щелочной среде может быть остановлен на 
стадии, когда только часть фосфодиэфирных связей успевает рас- 
щепиться, что приводит к образованию на 


(табл. 10.8). б т нек 
В условиях, указанных в табл. 10.8, гидролиз осладает неко- 


торой специфичностью °, поскольку фФосфодиэфирные связи а 
жду пиримидиновыми нуклеозидами расщепляютси быстрее, чем 
между пуриновыми нуклеозидами (см. стр. 556)... а а 

Гидролиз РНК до олигонуклеотидов (преимущественно динува 
леотидов) протекает также при нагревании со слабыми анионитами, 


бора олигонуклеотидов 


* Обзоры — см. 2, 11, 72, 
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ПП 


при этом наблюдается частичная изомеризация Фосфодиэфирных 
связей 79. 

Под действием некоторых основных реагентов гидролиз РН 
может быть задержан на стадии образования нуклеозид-2',3’.цик. 
лофосфатов. Так, заметные количества циклофосфатов образуются 
при кипячении РНК в течение 1—4 чс карбонатом бария 25 28 
Преимущественное образование циклофосфатов наблюдается 
также при обработке РНК трет-бутилатом натрия в форм. 
амиде 9. С высоким выходом (70—80%) циклонуклеотиды были 
получены нагреванием РНК в течение 3 и в смеси Формамида 
с жидким аммиаком при 100°С (в ампуле) 81, 82. Этот метод был 
предложен для препаративного` получения нуклеозид-27,3/’-цикло- 
фосфатов 81 82. 


Таблица 10.8. Частичный гидролиз РНК в щелочной среде? 


Температура, | Ионная сила Фосфодиэфирных связей, мин 
РН среды < УР буфера 


НЕМА НЕНЕНИИЙ 
на 1% | на 10% на 50% 
100 
120 
13. 


‚0 
(0,1 н. КОН) 
14 
(10 н, КОН) 


Обработка РНК | н. раствором метилата натрия в смеси форм- 
амида с метанолом 80, 83 приводит к образованию нуклеозид-27 (3) ^- 
метилфосфатов. Поскольку 3/-концевые нуклеотидные звенья не 
превращаются при этом в метилфосфаты, метанолиз РНК в без. 
водной среде в | н. растворе СН.ОМа при 60°С в течение 
70 мин, был предложен как метод определения 3’-концевых нуклео- 
тидов в РНК, 8, 


= СНзома р ое. 
ВВ ВВ В 
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Щелочной гидролиз тиоацетальных 
производных апуриновых ДНК 


Тиоацетальные произво 
действии на ДНК меркапт 
ких модифицированных Д 


дные апуриновых ДНК образуются при 
анов в кислой среде (см. стр. 502), В та- 
НК на месте пуриннуклеозидных звеньев 
дезоксирибозилтиоацетальные звенья со 
свободной ОН-группой при С-4', которая является а-оксигруппой 
по отношению к обоим фосфатным остаткам (как 3’-, так и 5/-) 
связывающим такое звено с соседними по цепи. 


, 


: и з 
0% о Се 
СН. (6) Ру СН» о Ру СН.ь о Ру 
Н (в) [8 (@) 
—- © г 5 г 
07 \% об \ оо 
\ х А 
‘сн Р-ОН 
СНь ср 2.ОН ЗВ / ЗВ 
Е Ее 9) 
Е. в 5 = 5В 
/ 
о=Р—о =. _ 
он ЕЕ Ан 


В= С.Н или СН>СООН 


Обработка тиоацеталей апуриновых ДНК | н. нь 
при 37° С в течение 26 ч приводит к аа с уча- 
связей у дезоксирибозилацетальных звеньев а м. 
стием ОН-группы при С-4”, аналогичному ыы чего образуются 
расщепления РНК (см. стр. а Он такой гидролиз 
полипиримидиновые олигонук ы -группа 
модиф: анна ДНК идет неоднозначно, оны, 5'- 
при С-4’ может участвовать в расщеплении обеих сторон сразу 88. 
конца, так и с 3’-конца фрагмента, а также с гидролиза фосфоди- 

Следствием неоднозначности ность образующихся олигонук- 
эфирных связей является а а аки 5’-), поэтому дан- 
леотидов по концевым группам (как 3, Т : 


36 Зак. 614 
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ный метод гидролиза ДНК в настоящее время п 
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В=С2Н5 или СН.СООН 


Кислотный гидролиз РНК и изомеризация 
фосфодиэфирных связей 


В кислой среде РНК расщепляется до смеси нуклеозид-27 (3’) - 
фосфатов. При достаточно жесткой кислотной обработке наряду 
с гидролизом фосфодиэфирных связей протекает также расщепле- 
ние №-гликозидных связей в пуриннуклеотидных звеньях (см. гл. 8). 
В результате конечными продуктами реакции являются пуриновые 
основания и пиримидиновые 2" (3’) -мононуклеотиды *:; 


2% 
„0 
СН о В НОСН» о В НОСН» ов 
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о он о_ он НОО он 
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* Кислотный гидролиз РНК может сопровождаться также И 
Фосфомоноэфирных связей в образующихся мононуклеотидах (см. стр. 


‚р 
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‚Особенностью гидролиза фосфодиэфирных связей РНК в кис- 
лой среде является то, что одновременно с ним протекает изоме- 
ризация фосфодиэфирных связей 88, 89 и, кроме того, изомеризация 
фосфомоноэфирных связей в 57. и 3’-мононуклеотидах 49. Все три 
реакции протекают по одному и тому же механизму и обусловлены 
участием ОН-группы при С-2” остатка рибозы в этих процессах. 
Такой вывод был сделан на основании изучения превращений, ко- 
торым подвергаются в кислой среде фосфомоно- и фосфодиэфиры, 
имеющие оксигруппу в а-положении к фосфоэфирной связи 2,3. Так, 
было показано, что под действием кислот происходит миграция 
фосфатной группы в глицерофосфатах 9-91. При частичном кислот- 
ном гидролизе цитидин-3’-бензилфосфата среди продуктов реакции 
был обнаружен цитидин-2’-бензилфосфат 58. 


СН:ОРО(ОН} СН»оН 

СноН 5 Ворон 

т 

СН.оН СН›ОН 
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р их 
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В-остаток цитозина 


Механизм кислотного гидролиза РНК * в основных чертах схо- 
ден с механизмом расщепления РНК под дейСтвИСм оснований, од: 
новременно с которым он и был предложен °*, %®. ®°. Как о 
ние, так и изомеризация фосфодиэфирной связи происходят а 
ствие нуклеофильной атаки ОН-группы при С-2 (остатки ри ее 
по атому фосфора соседней Я не > 
Недиссоциированная гидроксильная группа при С-2 ы ро 
вольно слабым нуклеофильным агентом. Однако в и ыы 
лотного гидролиза (при рН ^^ 1 или ниже) диссоциация = у г. 
отидных фосфатных групп в РНК по свободной рок ыы 
группе в значительной степени подавлена, так как их рАа леж 


еее Е 


* Обзоры — см. 36, 55, 


36* 
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в пределах 0,7—1 (см. стр. 189). Это приводит 


дит К значительному 
повышению электрофильности атома фосфора *. 


ОН 


еще не сделан. 
ия атака по атому фос- 


с РЬО, причем уходящей 
группой может быть либо недиссоциированная ОН-группа при 


атоме фосфора (путь А), либо фосфоэфирная группировка С-5/—© 
(путь Б): 


| 
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Путь А приводит к изомеризации фосфодиэфирных связей, а 
путь Б — к их гидролизу. 

Возражением против такого механизма является то, что он пред- 
полагает протекание изомеризации через промежуточное образова- 
ние циклотриэфира П, который не удается обнаружить, хотя соот- 
ЕЕ, 


* Скорость кислотного гидролиза фосфодиэфирных связей РНК в интер- 
вале рН 1,8—2,4, когда ббльшая часть вторичных фосфатных групп диссоции- 
рована, пропорциональна (в первом приближении) концентрации водородных 
ионов ®. Следует ожидать, что при РН < 1 концентрация водородных нонов не 
должна оказывать существенного влияния на скорость процесса. 
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ветствующие модельные цикл от 


т риэфиры были опис 
достаточно устойчивыми о 


в условиях кислотног : С о 
этому было высказано предположение, что ен: 
не являются истинными промежуточными продуктами в реакции 
кислотного гидролиза, а существуют лишь в виде активированного 
комплекса типа Па, протонированного по кислороду гидроксиль- 
ной группы при С-2” (или С-3^) остатка рибозы 36 (о. протонирова- 
нии этих групп в процессе кислотного гидролиза нуклеозид-9” 3^- 
циклофосфатов см. стр. 548). - 
Согласно механизму присоединения общим промежуточным про- 


дуктом реакции изомеризации и реакции гидролиза является пяти- 
ковалентный циклотриэфир ПТ. 
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Однако в соответствии с этим механизмом 36 в условиях кислот- 
ного гидролиза должна была бы наблюдаться взаимная изомери- 
зация нуклеозид-2’- и -3’-диалкилфосфатов, что в действительности 
не было обнаружено “: 


оо он а 

Е Зе 
У 

со’ он ея Но-о 


В—алкильный радикал 


Таким образом, оба предполагаемых механизма кислотного гид- 
ролиза РНК имеют свои «узкие места», и окончательный выбор 
между ними в настоящий момент сделать затруднительно. 
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Кинетика кислотного гидролиза РНК практически 
(см., однако °). На примере динуклеозидмонофосфатов было по. 
казано, что скорость расщепления фосфодиэфирной связи в КИСЛОЙ 
среде зависит от природы нуклеотидных остатков, соединенных этой 
связью (т. е. от входящих в их состав оснований) 62, 89. При этом 
наблюдаются те же закономерности, что и при щелочном гидролизе 
(см. стр. 556): с наименьшей скоростью расщепляются фосфоди. 
эфирные связи в динуклеозидмонофосфатах с 5’-концевым пурино- 
вым звеном. Ниже приведены данные, характеризующие сравни- 


тельную устойчивость ряда динуклеозидмонофосфатов к действию 
0,3 н. НС! (8 ч при 45° С) 82; 


Не изучена 


Исходный Степень расщепления 


Исходный Степень расщепления 
динуклео- фосфодиэфирной динуклео- фосфодиэфирной 
зидмонофосфат связи, % зидмонофосфат связи, % 
АрА 69 Арс 75 
СрА 65 @рс 70 
СрА 80 СрС 76 
ОрА 86 Орс 84 


В отличие от реакции, катализируемой основаниями, при кислот- 
ном гидролизе наиболее устойчивы фосфоэфирные связи в дину- 
клеозидфосфатах с 5’-концевым гуаниновым звеном 36, 62. Эта устой- 
чивость падает в ряду С > А >С >> Ц, хотя наблюдаемые различия 
меньше, чем при щелочном гидролизев. (Возможные причины 
влияния природы оснований на устойчивость фосфодиэфирных свя- 
зей в олигонуклеотидах уже рассматривались на стр. 557). 

Поскольку изомеризация фосфодиэфирных связей в кислой сре- 
де протекает одновременно с их гидролизом и, возможно, через 
один и тот же промежуточный продукт, зависимость скорости обоих 
процессов от природы составляющих оснований одинакова, что 
было показано изучением продуктов неполного кислотного гидро- 
лиза ряда динуклеозидмонофосфатов 8. 

Методики кислотного гидролиза РНК до мононуклеотидов не- 
многочисленны (см. обзоры 7\ 72). Для этих целей обычно приме- 
няют обработку РНК 1 н. соляной кислотой при 37° С в течение 
18 ч". Реакция протекает вначале как гетерогенная вследствие ма- 
лой растворимости РНК в кислоте. Хотя этот метод до недавнего 
времени использовался для аналитических целей значительно реже, 
чем щелочной гидролиз РНК, он имеет по сравнению с ним ряд 
преимуществ. Так, гидролиз | н. соляной кислотой при 37° С при- 
водит к значительно меньшему дезаминированию производных ци- 
тозина, чем при щелочном гидролизе (см. стр. 559). Щелочелабиль- 
ные основания, такие, как 1-М-метиладенин и другие 1-, 3- и 7-ал- 
килпурины, в этих условиях не претерпевают ни перегруппировок, 
ни расщепления цикла (см. гл. 7), хотя гликозидные связи в про- 
изводных 3- и 7-алкилпуринов в этих условиях расщепляются (см. 
гл. 8). Такое расщепление гликозидных связей, наблюдаемое, хотя 


и, при кислот | 
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и в значительно меньшей степени и для других пуриновых нуклео- 
тидов (см. гл. 8), несколько ограничивает применимость кислот- 
ного гидролиза для аналитических целей. 


Кислотный гидролиз РНК до пуриновых оснований и пиримиди- 
новых нуклеотидов, очень широко применявшийся в более ранних 
исследованиях (особенно до развития современных методов хро- 
мотографического анализа, см. обзоры”! 16), используется для 
анализа нуклеотидного состава РНК и в настоящее время. С этой 
целью РНК нагревают при 100° С с | н. соляной кислотой в течение 
1%; реже применяется гидролиз 0,4 н. серной кислотой при 100° С 
в течение | ч%. Побочными процессами, протекающими в этих ус- 
ловиях, являются: расщепление гликозидной связи в производных 
дигидроурацила (см. гл. 8), частичное дезаминирование производ- 
ных цитозина (на 2—4%) %; возможна также частичная деграда- 
ция 1-метиладенина (см. стр. 442). 

Гидролиз РНК кислотами может быть прерван на стадии обра- 
зования олигонуклеотидов 88, 97. Так, при обработке РНК 6 н. со- 
ляной кислотой в течение 3 мин из реакционной смеси были выде- 
лены, хотя и в небольших количествах, короткие олигонуклеотиды 35. 
Частичный гидролиз РНК значительно удобнее проводить при 6бо0- 
лее высоких значениях рН, так как при этом удается контролиро- 
вать степень расщепления фосфодиэфирных связей (табл. 10.9). 


Таблица 10.9. Частичный гидролиз РНК в кислой среде? 


Время частичного’ расщепления 


Температура, рН фосфодиэфирных связей, мин 
на 1% на 10% * на 50% 
20 1 10 100 600 
100 2 — 4 50 
100 3 4 40 = 


й кае енее чем на 1%. 
* Изомеризация фосфодиэфирной связи в этих условиях протекает мене чем 


Изомеризация и гидролиз фосфодиэфирных связей являются не- 
желательными побочными процессами, которые могут происходить 
при кислотной обработке РНК или олигонуклеотидов, например 
при раскрытии концевых 2’, 3’-циклофосфатных НИНА ОВ ЕЯ 
тонуклеотидах (см. стр. 547). В условиях, обычно применяемых для 
расщепления 2”,3’-циклофосфатных группировок (0,1 н. соляная 
кислота при комнатной температуре в течение 4 ч), изомеризация 
фосфодиэфирных связей проходит, по-видимому, лишь в незначи- 
тельной степени5, хотя процент расщепления фосфодиэфирных 
связей при этом довольно велик, Предпочтительнее использовать 
более кратковременную кислотную обработку. 
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Незначительная изомеризация фосфодиэфирных связей 
часто наблюдается при удалении группировок, используемых в оли. 
гонуклеотидном синтезе для защиты гидроксильной группы при 
С-2” (тетрагидропиранильной, этоксиэтильной). Для этого обычно 
применяют нагревание защищенных олигонуклеотидов с разбав. 
ленными (5—20%-ными) растворами уксусной кислоты 98-100. Изо- 
меризация фосфодиэфирных связей особенно нежелательна, если 
синтетические олигонуклеотиды предназначаются для последующих 
биохимических исследований. Например, олигонуклеотиды, содер- 


жащие 2’,5'-фосфодиэфирные связи, неактивны в системе Нирен- 
берга—Лидера 191, 


(15%) 


} Гидролиз РНК под действием соединений 
| тяжелых металлов 


Соли и гидроокиси многих тяжелых металлов, среди которых 
есть представители всех групп периодической системы элементов 


` (табл. 10.10), катализируют расщепление фосфодиэфирных связей 
м в РНК, причем некоторые из них катализи 


дуктами реакции наряду с олиго- 
ляются также и нуклеозиды: 


`"МР(МР)иМр..: —> (Мр)и + (Мр)иМ + Мр + Мр> +М 

Гидролиз фосфодиэфирных связей 
нениями тяжелых металлов, п 
как правило, в нейтральной, с 
средах (табл. 10.10), т. е, в тех условиях 


* Возможно, что ОН-группа при С-2” принимает также участие в связыва- 
нии катионов металлов \, 


мо О с- С 
м О 
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Участие ОН-группы при С-2” остатка рибозы в этом процессе 


вытекает из образования наряду с 2’ (3*)-мононуклеотидами также 
к оффе (см. табл. 10.10). Кроме того, 

, лированные химическим путем по гидр- 
оксильным группам при С-2’, не претерпевают расщепления фос- 
фодиэфирных связей в присутствии соединений тяжелых метал- 
лов. 

Условия, используемые для гидролиза РНК под действием со- 
единений тяжелых металлов, сильно варьируют у различных иссле- 
дователей (см. табл. 10.10). Это затрудняет количественное сравне- 
ние эффекта металлов различной природы. Тем не менее имею- 
щиеся данные показывают, что быстрее всего расщепление фосфо- 
диэфирных связей происходит под действием соединений свинца и 
редкоземельных элементов Сей, Гат, [ди 1, 15, 24, 103, 104. несколько 
менее активны ЙпИ, Саи, Вии 102, 103, 15. Как было показано, в при- 
сутствии соединений свинца !0%, лантана "и цинка 10? на скорость 
расщепления заметное влияние оказывает нуклеотидный состав по- 
лирибонуклеотида: пуриновые полинуклеотиды  гидролизуются 
значительно медленнее полипиримидиновых производных 36 (каки 
при щелочном и кислотном гидролизе РНК). В присутствии соеди- 
нений тех же металлов медленнее расщепляются полинуклеотиды, 
обладающие более прочной вторичной структурой 94. Причины 
этих закономерностей, возможно, те же, что и для щелочного гид- 
ролиза РНК (см. стр. 553). 

Гидролиз РНК, катализируемый соединениями тяжелых метал- 
лов, в настоящее время для препаративных или аналитических це- 
лей не применяется, однако возможность расщепления фосфоди- 
эфирных связей в присутствии соединений тяжелых металлов в мяг- 
ких условиях — при нейтральных рН и невысоких температурах — 
всегда следует учитывать при работе с РНК 163. 
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Расщепление фосфоэфирных связей в нуклеиновых кислотах с 
разрывом связей С—О наблюдается в тех случаях, когда эти связи 
активированы карбонильной группой в остатке сахара, находя- 
щейся по отношению к ним в В-положении. Введение такой карбо- 
нильной группы может быть достигнуто либо удалением основа- 
ния (см. гл. 7 и 8), что приводит к активации 3’-фосфоэфирной 
связи, либо окислением гидроксильных групп в углеводном остатке 
(см. гл. 9). В последнем случае могут быть активированы как 3*-, 


так и 5’-фосфоэфирные связи. 


Таблица 10.10. Гидролиз РНК и полирибонуклеотидов 
в присутствии соединений тяжелых металлов 
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Соединение 


рн 
среды 


Температура, 
°С 


Продолжи- 
тельность 
реакции, 
ч 


Степень расщепле- 
ния фосфодиэфир- 
ных связей, % 


Продукты 


Литера- 
тура 


Поли-А 


Поли-А ] 
Поли- | 
Поли-С 

Поли-1 | 
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Потеря биологи- 
ческой актив- 
ности 


Моно- и олиго- 
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Моно- и олигону- 
клеотиды 


Мононуклеотиды 


Мононуклеотиды | 
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| Мононукле. 


н ну! 


Моно- и олиго- 
еотиды 
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15, 106 


15, 106 


| 106 — 108, 
1 
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Таблица 10.10. Гидролиз РНК и полирибонуклеотидов, 


в присутствии соединений тяжелых металлов. 
Исх й Соединение РН | Температура НЙ Степень расщепле- Продукты Литера- 
о Металла [среды ЧС” || "реакции. | ния фосфодизфир- реакции сн ‚ 
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1. Расщепление фосфоэфирных связей после удаления 
гетероциклических оснований 


Кислотный гидролиз ДНК 


Нагревание ДНК с растворами кислот приводит к деградации 
полинуклеотида с образованием пиримидиновых моно- и олигону- 


клеотидов, фосфорилированных как по 3’-, так и по 5’-концевым 
звеньям. 


р р р р = * ‚р р р Ре Продукты 
и + превращения 
^ дезоксирибозы 
Ру у 


Ру Ру СНО Ру 


Кислотная деградация ДНК (образование «тиминовой кисло- 
ты») была одной из первых реакций, открытых для этого класса 
соединений '. Первоначально из продуктов кислотного гидролиза 
ДНК были выделены лишь дезоксицитидин-3',5’-дифосфат и тими- 
дин-3',5’-дифосфат 1-13. Однако впоследствии методами хромато- 
графического анализа было показано, что продуктами реакции на- 
ряду с указанными дифосфатами являются также пиримидиновые 
олигонуклеотиды, фосфорилированные одновременно по 3*- и 5’-кон- 
цам р(Ру4—р)»„ '!—19. Пиримидиновые 3”- и 5’-мононуклеотиды 
присутствуют в реакционной смеси в количествах, составляющих 
менее 1% от содержания остальных пиримидиновых производ- 
ных 115-116. Эти данные позволили сделать вывод, что расщепление 
фосфодиэфирных связей при кислотной деградации ДНК происхо- 
дит по негликозилированным дезоксирибозильным остаткам, обра- 
зующимся в результате отщепления пуриновых оснований (см. 
гл. 8). Такое заключение было подтверждено данными, получен- 
ными при изучении кислотной деградации модельных олигонукле- 
отидов !*%, 121. Так, гидролиз ЧАрЯСр и АСраАр 0,01 н. серной кисло- 
той при 100°С в течение 5 мин приводит к образованию соответ- 
ственно раСр и ЧСр 20. При этом фосфодиэфирные связи у негли- 
козилированного дизоксирибозильного звена расщепляются как по 
3/-, так и по 5’-положениям. Было также показано 122, что 3’- и 
5'-монобензиловые эфиры пуриновых дезоксинуклеотидов в усло- 
виях кислотного гидролиза отщепляют пурин и бензилфосфат, в то 
время как соответствующие пиримидиновые производные в этих 
условиях относительно устойчивы. : 

Механизм расщепления фосфодиэфирных связей м 
гидролизе ДНК может быть изображен схемой 3 оказан 
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Схема 3. Кислотный гидролиз ДНК. 


В ациклической таутомерной форме дезоксирибозильного звена 
3’-фосфоэфирная группа находится в В-положении к карбонильной 
группе при С-1 и может отщепляться по механизму В-элиминации, 
хорошо известному для фосфорных эфиров В-оксикарбонильных 
соединений 125, 126, Отщепление 5’-фосфатной группы у того же зве- 
на может происходить в результате дальнейших превращений дез- 
оксирибозильного остатка либо по механизму, подобному В-элими- 
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нации (путь А), либо через промежуточное образование соедице- 
ния Г\, имеющего карбонильную группу в а-положении к 5/. ос. 
фодиэфирной связи, по механизму @-элиминации, описанному для 
а-кетофосфорных эфиров !?7 (путь Б). Альтернативный механизм, 
предполагающий участие ОН-группы при С-4” дезоксирибозного 
остатка (механизм трансфосфорилирования, см. стр. 553 и 561), 
был отвергнут, поскольку он предполагает образование значитель’ 
ных количеств олигонуклеотидов, дефосфорилированных по 3*- или 
5’-концевым звеньям, которые не были обнаружены в сколько-ни. 
будь заметных количествах 15, 119. 

Обычным методом кислотной деградации ДНК является нагре- 
вание ее 2%-ного раствора в 0,2 н. серной кислоте при 100° С в те. 
чение 35 мия '28. При данном методе гидролиза эти условия явля- 
ются оптимальными, так как они позволяют достичь достаточно 
полного расщепления фосфодиэфирных связей у дезоксирибозиль- 
ных звеньев, образовавшихся в результате апуринизации ДНК (см. 
также стр. 500). Ббльшая продолжительность реакции приводит к 
частичной апиримидинизации ДНК и расщеплению соответствую- 
щих фосфодиэфирных связей, как было показано при изучении ки- 
нетики кислотного гидролиза пиримидиновых олигонуклеотидов. 
При этом остаток цитозина отцепляется с большей скоростью, чем 
остаток тимина ''5. Так, при длительном нагревании динуклеотида 
РАТРас в 0,2 н. серной кислоте при 100° С протекает преимуществен- 
ное отщепление цитозина и образование тимидин-3’,5’-дифосфата: 


= 
РАаТрас 


Н-> ратр+су 


Другим вариантом кислотного гидролиза ДНК является обра- 
ботка муравьиной кислотой в присутствии различных ароматиче- 
ских аминов 129, среди которых наиболее эффективным оказался 
дифениламин 129-134. Стандартная процедура гидролиза заключает- 
ся в инкубации ДНК с 2%-ным раствором дифениламина в 66% -ной 
муравьиной кислоте при 30° С в течение 17 ч 134. Продуктами реак- 
ции (так же как и при гидролизе ДНК 0,2 н. серной кислотой) яв- 
ляются пиримидиновые моно- и олигодезоксинуклеотиды с 3/^ и 
5’-концевыми фосфатными группами р(4Мр)»„, незначительные ко- 
личества пиримидиновых 3”- и 5’-мононуклеотидов (менее 1% от 
общего содержания пиримидинов в ДНК 195), неорганический фос- 
фат и неидентифицированные продукты превращения дезоксири- 
бозы. 

Строение олигонуклеотидов, образующихся при гидролизе ДНК 
действием муравьиной кислоты в присутствии дифениламина, ука- 
зывает на то, что реакция протекает по механизму В-элиминации. 
Роль муравьиной кислоты сводится к апуринизации ДНК "*! '33, а 
дифениламин, без которого расщепление фосфодиэфирных связей 
практически не происходит !33, по-видимому, образует с карбониль- 
ной группой ациклической формы остатка дезоксирибозы «ен- 
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амин» У, что облегчает В-элиминирование 3/-фосфатной группы (об 
использовании аминов в реакциях В-элиминации см. стр. 581). 


Сравнение двух указанных методов кислотного расщепления 
ДНК показало, что при гидролизе муравьиной кислотой с дифенил- 
амином образуется больше коротких (п<4) олигонуклеоти- 
дов 113, 133. Эти различия обусловлены неполным расщеплением 
фосфодиэфирных связей по негликозилированным (апуринизован- 
вым) остаткам дезоксирибозы в ДНК при гидролизе 0,2 н. серной 
кислотой 135, Так, из продуктов расщепления ДНК серной кислотой 
были выделены пиримидиновые олигонуклеотиды, содержащие 
негликозилированные дезоксирибозильные звенья, типа 


р(а\р)„—аг—р(аМр)т 


где 4г — остаток дезоксирибозы. 

В то же время среди продуктов гидролиза ДНК муравьиной 
кислотой в присутствии дифениламина такие олигонуклеотиды 
обнаружены не были 135. Кроме того, при гидролизе ДНК 0,2 н. сер- 
ной кислотой побочная реакция — отщепление цитозина — идет в 
заметно большей степени (5,5% от общего содержания цитозина в 
ДНК), чем при расщеплении муравьиной кислотой и дифенилами- 
ном (1,2%) 135. Таким образом, последний метод является более 
количественным и специфичным 185. 

Оба метода кислотного гидролиза ДНК были исполь- 
зованы для анализа распределения остатков пиримидинов в 
ДНК 124, 129, 136—140, 224-228. полученные данные говорят о том, что та- 
кое распределение существенно отличается от статистического. 
Очевидно, что для более тонкого изучения первичной структуры 
ДНК оба указанных метода непригодны. 


Щелочной гидролиз ДНК с частично 
удаленными основаниями 


Более общим методом расщепления фосфодиэфирных связей в 
ДНК является щелочной гидролиз молекул полинуклеотида, из ко- 
торых тем или иным способом удалены какие-либо основания. При 
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ОСФАТНЫХ ГРУПП 
ные связи расщепляются у дезоксирибозильных звеньев Со свобол. 
ным гликозидным центром (как и при кислотном гидролизе ДНК). 


ОРО(ОН), 
те — ... он- -- — г. 
—> + в {0 
в в в ы: 


НО СНО В 
В-остаток основания 


Основными продуктами 
дифосфаты и олигонуклеот 
цевым звеньям, н 
фосфат УТ *, 


Ы 
нные могут быть 
с точки зрения двух возмож- 
гидролиза ДНК с частично удаленными 
основаниями: 1) В-элиминации фосфатных групп 53, 148 п 2) их гид- 


ролиза по механизму трансфосфорилирования с участием ОН-груп- 
пы при С-4” дезоксирибозиль 


ного звена вациклической форме 17-148. 
Роль обоих механизмов в на 


х групп 143-145, Эти да 
стоящее время продолжает оставаться |- р 
предметом обсуждения 1-15 П В 


м образом 


‚  реимущественное образование оли- 
гонуклеотидов, фосфорилир 

ДНК значительных 
УТ, 142 свидетельствуют в пользу того, что 
диэфирных связей у дезоксирибозильных зве 
козидным центром проходит по механизму 
см. стр. 577). 


гидролиза апуриновых 
клопентенил-1-фосфата 
расщепление 3’-фосфо- 
ньев со свободным гли- 
В-элиминации (схема 4, 


количеств 2-оксоци 


Этот механизм анал ренному ранее для кислот- 
оль гидроксил-анионов (как 


бонильной группы при С-1/ в открытой фор- 
ме остатка дезоксирибозы, приводящей к В-элиминации 3’-фосфат- 
ной группы. Отщеплен А й 
либо по механизму, подобному В-элиминации, либо по механизму 
&-элиминации (см. т 


тенил-1-фосфата УТ может быть связано с двумя путями превра- 
Е - 
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щения промежуточного продукта УП: с отщеплением 
отщепления фосфата (путь А). 

В пользу подобного механизма и против у 
при С-4’ в расщеплении фосфодиэфирных связей при щелочно, 
гидролизе ДНК с частично удаленными основаниями свидетель, 
ствуют также результаты изучения щелочного гидролиза 2” Дез. 
оксирибофуранозил-37,5’-бис-монобензилфосфата УШ и: В родук. 
тах реакции был обнаружен только бензилфосфат (90% 
5’-рибозофосфаты отсутствовали, что однозначно ук 
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Иной результат, был получен при изучении гидролиза модель- 
ного соединения 5’-фосфодезоксирибозилил- (3/ — 5/) -тимидина [Х 
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в 0,3 н. растворе КОН при 40° С 199 


. Основным продуктом реакции 
в этом случае являлся ТИМИДИН, 


образовавшийся за счет расщепле- 
ния фосфодиэфирной связи по механизму циклизации с участием 
ОН-группы при С-4”, а по пути В-элиминации (образование тими- 
дич-6’-фосфата) гидролиз прошел лишь на 13%. 

Это заключение может быть, однако, и ошибочным. 5’-Фосфо- 
дезоксирибозилил- (3”—5/) -тимидин был получен 19 из 5’-фосфодез- 
оксицитидилил- (3”—5’)-тимидина окислением цитозинового ядра 
до №-окиси (см. стр. 389) с последующей щелочной и кислотной 
обработкой, приводящей к расщеплению цикла (см. стр. 455). Пря- 
мых доказательств полного расщепления гликозидной связи после 
такой обработки не приводится. 

Если же щелочной деградации подвергалось ациклическое 
№-гликозидное производное 5’-фосфодезоксирибозилил- (3/5) -ти- 
мидина, то расщепление фосфодиэфирной связи должно было дей- 
ствительно идти по механизму циклизации гидроксильной группы 
при С-4” (см. стр. 561). 

Таким образом, возможно, что щелочной гидролиз ДНК с ча- 
стично удаленными основаниями проходит частью по механизму 
В-элиминации, а частью по механизму циклизации с участием гидр- 
оксильной группы при С-4”. 

Щелочной гидролиз был использован для расщепления ряда 
различных ДНК с частично удаленными тем или иным способом 
основаниями, например для расщепления апуриновых ДНК !'5°. 
С этой целью апуриновые ДНК обрабатывают 0,2—0,3 н. раство- 
ром КОН при 100° С в течение 35—60 мин 19 или 0,3—1,0 н. раство- 
ром щелочи при 37°С в течение 18—24 ч!"1. Основными продук- 
тами реакции, как и при кислотном гидролизе ДНК, являются 
пиримидиновые нуклеозид-3’,5’-дифосфаты и пиримидиновые олиго- 
нуклеотиды, фосфорилированные по 3”- и 5’-концевым звеньям 

(о других продуктах реакции см. стр. 576). При этом относительное 
содержание каждого из типов олигонуклеотидов (по длине цепи и 
нуклеотидному составу) достаточно близко совпадает, если оба 
метода — гидролиз 0,3 н. щелочью и 0,2 н. серной кислотой при 
100°С в течение 35 мин — применяются для расщепления одного 
И того же препарата ДНК 19. а 

Щелочйой гидролиз до недавнего времени являлся единствен- 
ным методом расщепления ДНК после избирательного удаления 
ИЗ полинуклеотида пиримидиновых основании о безвод- 
ного гидразина (см. стр. 464). Обработке щелочью ее ‚3 С. 
твор КОН при 100?С, 1 ч или 1 — 0,75 н. раствор КОН при 37° С, 

ч) подвергались апиримидиновые ДНК как с веноксириоозил- 
гидразинными (Х)152-!55 (см. стр. 465), таки с негликозилиро- 
ванными дезоксирибозильными (ХТ) 158-158 (см. стр. 467) звень- 
ями на месте пиримидиновых нуклеозидных звеньев в исход- 
ной ДНК: 


37* 
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Основными продуктами реакции являются п 
зид-3',5'-дифосфаты и олигонуклеотиды 
и 5'-концевым звеньям. Отмечено также образование дефосфорили- 
рованных по концевым  звеньям олигонуклеотидов (см. 
стр. 576) 143, 4. Кроме того, имеется указание '*5 на неполноту и 


при щелочном расщепле- 


Я изучения распределения того или 
иного типа оснований в ДНК в значительной степени зависит от 
специфичности реакций, исполь 


атков цитозина и большей части 
› а также после предварительного 
атков тимина и частично остатков 


остатков гуанина, см, стр. 472) 151 


окисления ОЗО,; (разрушение ост 
Ноа, 


* Это связано, вероятно, с тем, что в дезоксирибозилгидразинных звеньях 
расщепление фосфодиэфирных связей по механизму В-элиминации затруднено 145, 
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цитозина, см. стр. 477) 161,162 Однако обе эти реакции удаления 
основании недостаточно специфичны для использования их в ана- 
литических целях. Кроме того, после удаления оснований указан- 
ными методами образуются дезоксирибозильные звенья, связан- 
ные с остатками мочевины и азотистых соединений неизвестного 
строения. Поэтому щелочной гидролиз модифицированных таким 


путем ДНК приводит к неоднозначным результатам. 


Расщепление ДНК с частично удаленными 
основаниями под действием аминов 


Этот метод расщепления фосфодиэфирных связей в ДНК с ча- 
стично удаленными основаниями был открыт при попытке получить 
производные ряда азотистых оснований по карбонильным группам 
С-1” дезоксирибозильных звеньев апуриновой ДНК 163. 

Было показано, что в присутствии азотистых оснований, таких, 


г 
как реактив Жирара Т МН.МНСОСН»М(СНз)з, семикарбазид 
МН»МНСОМНЬ», тиосемикарбазид МНь»МНС$МНь, фенилгидразин 
СН5МНМНЬ, 2,4-динитрофенилгидразин (№О») 2СьНзМНМН. и ани- 
лин СьН5МНь, гидролиз фосфордиэфирных связей в апуриновой 
ДНК протекает при 37° С и рН 2,5—3,5 за 1—8 ч (в зависимости 
от природы азотистого основания). Продуктами реакции являют- 
ся 163, 16 олигонуклеотиды, фосфорилированные по 5’-концевому 
звену и несущие на 3’-конце ненуклеотидные остатки (продукты 
превращения дезоксирибозильного звена, связанные с азотистым 
основанием), а также «ненуклеотидные органические фосфаты». 
Строение этих 3’-концевых «ненуклеотидных фрагментов» и «нену- 
клеотидных органических фосфатов» в настоящее время еще не 
установлено. 

«Ненуклеотидные органические фосфаты», образующиеся в ре- 
зультате реакции "*С-семикарбазида с апуриновой ДНК, идентичны 
продуктам реакции МС-семикарбазида с 2’-дезокси-О-рибофура- 
нозил-3’,5’-дифосфатом 164 и содержат один атом фосфора на оста- 
ток семикарбазида 163, 164, Обработка апуриновой ДНК производ- 
ными гидразина (семикарбазидом, фенилгидразином, 2 -динитрофе- 
нилгидразином) приводит к образованию двух типов 3’-концевых 
«ненуклеотидных звеньев» и двух типов «ненуклеотидных органи- 
ческих фосфатов», причем первичные продукты реакции сильно 
поглощают в области 300—400 ммк!64. «Ненуклеотидный Е 
ческий фосфат» (первичный УФ-поглощающий пр образую- 
щийся в результате реакции апуриновой ДНК с 2,4-динитрофенил- 
тидразином, по данным !5\, идентичен 2,4-динитрофенилгидразону 
2-оксоциклопентенил-1-фосфата 11 
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Это позволяет предположить, что 3’-концевые «ненуклеотидные 
фрагменты» и «ненуклеотидные органические фосфаты» (первич- 
ные продукты реакции) являются производными 9-оксоциклопенте- 
нил-1-фосфата и азотистых оснований (соединения типа ХПИ). 

Взаимодействие модифицированной (апуриновой или апирими- 
диновой) ДНК с азотистыми основаниями в общем виде можно 
представить схемой 5 (см. стр. 582). - 

Реакция протекает, по-видимому, по механизму В-элиминации, 
на что указывает строение продуктов расщепления апуриновой 
ДНК '63, 164 и условия проведения реакции, исключающие возмож- 
ность распада фосфодиэфирных связей по механизму циклизации 
(в интервале рН 22 апуриновые ДНК достаточно устойчивы). 
Роль азотистых оснований заключается в образований производ- 
ных по гликозидному атому С-1’ дезоксирибозильного остатка, что 
облегчает протекание В-элиминации (06 аналогичных реакциях в 
ряду производных РНК см. ниже). 

Реакция была использована для расщепления апиримидиновой 
ДНК. Препараты модифицированной ДНК обрабатывали 3%-ным 
раствором анилина при рН 5 и 37° С в течение 3 ч. Образующиеся 
олигонуклеотиды, как было показано при включении в них мечен- 
ного !*С анилина 165, имеют строение (р№) „р, где М — остаток пури- 
нового нуклеозида, п = 1 —8. Данный метод гидролиза фосфоди- 
эфирных связей был использован для анализа распределения пу- 
ринов (в частности, 6-метиламинопурина) в ДНК 16. 

Расщепление ДНК с частично удаленными основаниями под 
действием различных азотистых оснований является, по-видимому, 
наиболее перспективным из всех методов подобного типа деграда- 
ции, существующих в настоящее время; реакция протекает быстро, 
количественно и в мягких условиях, исключающих побочные ре- 
акции. 


Расщепление РНК с частично удаленными 
основаниями 


Реакции, приводящие к расщеплению РНК с избирательно уда- 
ленными основаниями (о методах получения таких РНК см. гл. 7 
и 8), были изучены главным образом на примере дезурацильных 
РНК, образующихся в ть обработки РНК гидроксилами- 
ном при рН 10 (см. стр. 470). Е 

о о таких дезурацильных РНК ЕЕ об- 
разованию наряду с нуклеозид-2 (3 )-фосфатами нуклеозид- 
2’(3/),5'’-дифосфатов, получающихся, по-видимому, за счет р 
минации 3’-фосфоэфирных связей у че Н я а 
зильных звеньев РНК, так как количество таких нуклеозид- г 52 
дифосфатов эквивалентно содержанию в о ее 
избирательного химического гидролиза дезурацильных по 


ГЛ. Ю. РЕАКЦИИ ФОСФАТ ‹ 
ей НЫХ ТРУП 


негликозилированным рибозильным звеньям, очевидно, неп 


Риме. 
нимы методы кислотного и щелочного гидролиза, используемые 
при расщеплении апуриновых и апиримидиновых ДНК (см. м 


575 сл.), поскольку при этом происходит гидролиз всех ф 
эфирных связей РНК. Такой специфический гидролиз моди 
ванных РНК удается, однако, осуществить в присутствии 
ных аминов 168 169 (см. также стр. 581). 


МН»ОН,; 
нее те аа 
Е ыы 
ВВ В В 


осфоди. 
фициро- 
первич. 


ты В 
ОН 
а ра РЕ оне НО рр р Продукты 
— —> + + деградации 
ь рибозы 
: в нсо в’ в В В’ 


В, В-остатки оснований (любые, кроме урацила); В“ остаток урацила 


Первичные жирные амины и аминокислоты (глицин, лизин, 
В-аланин) в интервале рН 3—8 оказались малоэффективными 29. 
Например, в присутствии лизина расщепление дезурацильной 
тРНК по негликозилированным рибозильным звеньям идет с замет- 
ной скоростью лишь в достаточно жестких условиях (рН 8, 80°С), 
но даже и при этом не достигается полноты расщепления !69. В то 
же время ароматические амины (анилин, п-анизидин) катализи- 
руют эффективное расщепление дезурацильной РНК в слабокис- 
лой среде (рН 5) и при невысокой температуре (37°С) 168. Эффек- 
тивность различных аминов и влияние рН ‘были изучены на мо- 


дельной реакции — отщеплении неорганического ортофосфата от 
рибозил-3”-фосфата 175; 


НОСНь он те: 
—=О ———> НзРО4 + Продукты превращения рибозы 
| ый он 
1 РО(ОН)› 
| 


й К=СН» СН.СНЬМН,; СН»СНьСоОНн; (СН»)зСНн(мн.)СООН; СвНу; 
СвНа5ОзН-п; СеН4СООН-д; СёНаСООН-0; СьНаОСН:-п 
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Среди изученных соединений наиболее эффективным в этой ре- 
акции оказался п-анизидин при РН 519. В присутствии п-анизи- 
дина при РН 5 и 37°С дезурацильная рибосомальная РНК пол- 
ностью расщепляется по негликозилированным рибозильным 
звеньям за 12 ч168. В продуктах реакции наряду с олигонуклеоти- 
дами был обнаружен «ненуклеотидный органический фосфат» не- 
известного строения (ХПГ), являющийся продуктом превращения 
дезурацильных рибозильных звеньев 168 (схема 6). 
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Схема 6. Гидролиз модифицированной РНК в присутствии аминов. 
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ГЛ. 10. РЕАКЦИИ ФОСФАТНЫХ тру 


Характер концевых звеньев в олигонуклеотидах, образующих, 
при расщеплении дезурацильной РНК в присутствии арРоматиць. 
ских аминов, был выяснен при изучении УГоЛУКтов, превращения 
в тех же условиях модельных соединений ХПУ и ХУ $ 
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В-остаток аленина; В= СьН или п-СНзОбьн, 


ои природы (см. стр. 503). 
одифицированной тРНК в 0,4 М растворе ли- 

зина при рН 8,5 и 45°С в течение 2 ч илив0 

лина при рН 5 и 95° 
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№ 


не было обнаружено каких-либо побочных реакций, поскольку 
ь м, РНК, состоящая из таких двух половинок, агрегированных за счет 

водородных связей (см. гл. 4), в значительной степени сохраняет 
способность акцептировать фенилаланин !72, Это показывает, что 
метод химического расщепления РНК с избирательно удаленными 
основаниями не уступает по своим возможностям ферментативным 
методам гидролиза фосфодиэфирных связей РНК. 


2. Расщепление фосфодиэфирных связей 


а у концевых звеньев полинуклеотидов 
р Ступенчатая деградация олиго- 
м и полирибонуклеотидов с 3’-конца цепи 
| Метод ступенчатой деградации полирибонуклеотидной цепи 
с 3'-конца, впервые описанный в работах "3 114, включает несколько 
стадий: 
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ГЛ. 0. РЕАКЦИИ ФОСФАТНЫХ ГРУП 
п 


Если олиго- или полинуклеотид фосфорилирован по 3'-концу 
первой стадией является ферментативное дефосфорилирование. За. 
тем следует периодатное. окисление, ее З’- концевой 
нуклеозидный остаток в 2’,3’-диальдегид ‚ В котором 5'-фосфо. 
диэфирная связь находится в В-положении к 3’-альдегидной группе 
(подробнее о периодатном окислении см. стр. 531). Завершающей 
стадией является расщепление 5 -фосфоэфирной связи в диальде. 
гидном производном ХУГ под действием различных первичных ами. 
нов. В результате образуется олиго- или полинуклеотид, «укорочен. 
ный» с 3’-конца на одно нуклеотидное звен 


о. Весь цикл превраще- 
ний может быть повторен. От продукта превращения бывшего 
3’-концевого нуклеотидного звена ХУП при действии кислоты 


(РН < 3) или щелочи (РН > 11) отщепляют основание, определяе. 


тодами. «Разрешающая 
елять достаточно длин. 


упенчатая деграда- 


Ср@р, АрСр, АрОр, @рср, @рОр, АрОр 
и тринуклеотидов 


АрАрСр, Ар@рСр, @рАрСр 


ти первичных аминов (глицина, аспара- 
гина, лизина, метиламина, циклогексиламина) 177-18, рН сре- 


- ДЫ 478—181, корость расщепления фосфоэфирной 


текает в присутствии анилина 188, лизина '9—182,  циклогексил- 
и, в несколько меньшей степени, метиламина 180—182. 


периодатного окисления ряда динуклеозидмонофос- 
фатов и олигонуклеотидов было продемонстрировано, что в при- 
сутствии лизина, циклогексиламина и метиламина достаточно пол- 
ное расщепление фосфодиэфирной связи (>95%) происходит 
только при повышенной температуре (45° С) 182, в то время как при 
использовании анилина реакция протекает количественно при 
О Ианные освлиянии РН на скорость распада фосфоэфир- 
НОЙ связи противоречивы. Для протекания первой стадии реакции 
образования аддукта между окисленным периодатом нуклеотидом 
и амином, см. стр. 589), по данным 186 181, оптимальным является 
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вакции. Важни. 
иЭФирной сут 
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109—105; 37 
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рн > 9. Для второй стадии реакции (собственно расщепления фос- 
фоэфирной связи) необходимо, чтобы рН был меньше 8, с макси- 
мальнойи же скоростью эта стадия протекает при РН, равном 6,5. 
Для процесса отщепления неорганического фосфата от продукта 
периодатного окисления аденозин-5’-фосфата было показано, что 
в присутствии анилина скорость реакции возрастает при пониже- 
нии рН с 7 до 5188. В то же время расщепление фосфодиэфирных 
связей в олигонуклеотидах, окисленных периодатом, протекает при 
45°С в присутствии лизина, метиламина и циклогексиламина оди- 
наково эффективно (за 60—90 мин) во всем интервале рН 6—9 182. 

При изучении взаимодействия метиламина с окисленным перио- 
датом аденозин-5’-фосфатом 18% 185 было найдено, что первой ста- 
дией реакции является образование аддукта между диальдегидом 
и одной молекулой амина. Этот аддукт имеет, по-видимому, строе- 
ние производного морфолина ХУШ. 
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При рН>9 этот аддукт достаточно устойчив, а при рн <8 
происходит отщепление фосфата по механизму В-элиминации: 
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10. РЕАКЦИИ ФОСФАТНЫХ гру 


Метод ступенчатой деградации с 3’-конца 


цепи был приу 
Мене 
в ТРНК 181 лоне 
использованием лИЗин, 
сдовательность-рСрс . 


Расщепление Фосфодизфир. 
волило определить 3/. 


вируса табачной мозаики 18. В 3’ 
СРОРОрАрСрСрАрСрСрСрА 
пользованием цикл 


этим методом * в фенилала- 
ниновой ТРНК из Е, сой (1 М раствор лизина, рн 8,0, 45°С 
90 мин) 229. О других методах ‘определения концевых п 
тельностей в РНК см. стр. 64. 


’ 
оследова- ы 


| 
Ступенчатая деградация ДНК 


бонильные (см. стр. 529). { 
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* Присутствие в полинуклеотидной цепи остатка псевдоуридина, окисляюще- 
гося периодатом (см. гл. 11) 18, 1%, мешает последовательной деградации. 


Г и альЕЕ 


[К стала в 
‘ких Условия 
‘ирибонукле 
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В результате таких превращений фосфодиэфирные связи кон- 
цевых нуклеотидных звеньев активируются образовавшейся В-кар- 
бонильной группой и могут быть расщеплены по механизму В-эли- 
минации. Идея такого метода ступенчатой деградации ДНК впер- 
вые была высказана Тоддом'!' и Джонсом 192. В настоящее время 
возможность осуществления последовательной деградации ДНК 
показана, однако, лишь на уровне мононуклеотидов и небольших 
олигонуклеотидов. 

Отщепление 5’-концевых нуклеотидных звеньев было продемон- 
стрировано на продуктах окисления гидроксильной группы при 
С-5’ до карбоксильной в тимидин-3’-фосфате и динуклеотиде 
@(ТрТр) перекисью водорода !?3 или кислородом воздуха !°* в при- 
сутствии платинового катализатора. Соединение ХХ со свободной 
карбоксильной группой не претерпевает деградации фосфоэфир- 
ных связей в щелочной среде !9*. Однако после превращения карб- 
оксильной группы в амидную (ХХ) фосфоэфирные связи в окис- 
ленном звене количественно расщепляются в 0,25 н. растворе МаОН 
при 100°С за 40 мин. Одновременно наблюдается отщепление 
тимина 193, 19%, 
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Для отшепления 3’-концевых нуклеотидных звеньев от олигодез- 
оксинуклеотидов была использована !°° реакция окисления первич- 
ных и вторичных спиртов диметилсульфоксидом в уксусном ангид- 
рид Так, дезоксинуклеозид-5’-фосфаты при нагревании в рас- 
творах уксусного ангидрида и пиридина В диметилсульфоксиде 


* Аналогичное превращение наблюдается при ДОДСтВИИ НЯ м. ЦИН-о | но 
фат диметилсульфоксида и дициклогексилкарбодиимида ‚'9', однако эта реак- 
ция неприменима к олигонуклеотидам 1% 
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Этим методом была проведена ступенчатая Деградация олиго- 


дезоксирибонуклеотидов, имеющих свободную концевую гидро- 
ксильную группу при С-3’ и защищенных или фосфорилированных 
по гидроксильной группе с 5’-конца 196; 
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бостаток тимина, Востаток цитозина, 
К — различные защитные группы 
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Для удаления 3’-фосфатных групп, 
ления 3’-концевого нуклеозида, 
фатазой !°6. 


Применение этого метода к различным тринуклеотидам с защи- 
щенной ОН-группой на 5”-конце дало удовлетворительные резуль- 
таты: на каждом «ступени» деградации в качестве основного про- 
дукта было выделено ожидаемое гетероциклическое основание 18. 

В настоящее время этот метод еще не может быть использован 
для деградации ДНК, так как в условиях, используемых для окис- 
ления и одновременного расщепления фосфодиэфирных связей 
в 3'-концевых звеньях, наблюдается заметная апуринизация; кроме 


того, отщепление оснований из дезоксиолигонуклеотидов протекает 
неколичественно 1%. 


возникающих после отщеп- 
была использована обработка фос- 


3. Некоторые другие реакции нуклеиновых кислот, 
приводящие к расщеплению фосфодиэфирных связей * 


Ряд реакций нуклеиновых кислот сопровождается деградацией 
полинуклеотидной цепи. В большинстве случаев это связано с от- 
щеплением или разрушением гетероциклических оснований, как, 
например, при действии на нуклеиновые кислоты гидразина и гид- 
роксиламина (см. стр. 464, 470), обработке их КМпО, или 030, 
(см. стр. 476), при фотодинамическом разрушении оснований (см. 
гл. 12). В других случаях разрушение связано с окислением рибо- 


Таблица 10.11. Расщепление фосфодиэфирных связей в ДНК (из Е. со, 


мол. вес 2. 10°) и РНК (из ВТМ, мол. вес 1. 107) 
при инкубации их водных нейтральных растворов (рН 6,9—7,8) 


при различных температурах {® 
Значения Ё рассчитаны по уменьшению среднего молекулярного веса ДНК и РНК по фор- 


2,3 МВ 

муле /; = = 12 г » где {— время, сек; МВо и МВ; — средний молекулярный вес полинук- 
МВ; 

леотида в начале инкубации ив момент времени #. Время полупревращения оценивалось 


по понижению среднего молекулярного веса полинуклеотида 


Расщепление ДНК Расщепление РНК 
Температура, Ё 
с Е Е ВИСТЕ и чает опоре: 
5 1,0. 10-12 1160 дней 5,1.10-1 23 дня 
20 10-101" 116 дней 3,1. 10-10 90“ 
37 1 - 10-10 10 дней и ам 15“ 
50 5,6 - 10-10 49 ч 5,9. 10-° 54 
75 9,6. 10-9 3ч 5,0 - 10-8 33 мин 
100 Ы. 10-7 15 мин 3,2. 10-7 5 мин 


* Распад нуклеиновых кислот, проходящий под действием физических аген- 
тов (например, ультразвука), здесь не рассматривается, 


38 Зак. 614 


коаыиуЕЯ 


дрмьвейи они 


об 
тидных) фосфатных групп, то сведения об алки 
ных групп полинуклеотидов немногочисленны и часто противоре 
чивы. 


Наибольшее число известных примеров алкилирования фосфат- 
НОЙ 
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и = „ / 
зильных или дезоксирибозильных остатков по С-1*, что также | 
ВОДИТ к отщеплению оснований и деградации по 


у - 
иНУКЛеотидно; 
цепи (см. действие разбавленных растворов ео г 
рекиси водорода, стр. 472, 478). Медленный распад 


Фосфодиэфи,. 
ных связей происходит также при инкубации водны 


Ч о Ё 

Хх нейтральных 

растворов нуклеиновых кислот в широком интервале температу 
(табл: 8 425; , 


В случае РНК гидролиз в нейтральной среде идет, по-види- 
мому, по обычному механизму с участием ОН-группы при С 
остатка рибозы (см. стр. 555). Распад ДНК, вероятно, обусловле 
отщеплением пуриновых оснований (см. гл. 8). 


Действительно, 
` была отмечена деградация апуриновой ДНК (натриевой соли) при 
нагревании в водных растворах до 100°С, причем происходило 
отщепление цитозина и образование тиминовых олигонуклеотидов, 
содержащих, вероятно, 5’-концевые фосфатные группы 205, 201. Меха. 
низм превращения неизвестен. 


ТУ. НЕКОТОРЫЕ РЕАКЦИИ, ПРИВОДЯЩИЕ 
К ОБРАЗОВАНИЮ ФОСФОЭФИРНЫХ СВЯЗЕЙ 


1. Алкилирование по фосфатной группе 
При действии алкилирующих агентов н 


и их фосфорилированные мономерные ком 


ряду с реакциями по атомам азота гетероциклических оснований 
может происходить также образование 


фосфорнокислых эфиров 
(алкилирование по фосфору): 


а нуклеиновые кислоты 
поненты (см. гл. 5) на- 


КХ — алкилирующий агент 


Образование подобных фосфатных эфиров всегда рассматри- 
вали как мешающую побочную реакцию, которой старались избе- 
жать. Поскольку анализ продукт 


ов реакции алкилирования нуклеи- 
новых кислот очень часто проводится методами, 


исключающими 
наружение продуктов алкилирования «внутрее 


чних» (межнуклео- 
лировании фосфат- 


и- 
группы относится к реакциям алкилирования мононуклеоти 


Ге кислоты 
гл. 5) #* | 
эснований 
х эфиров 
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дов. При этом, как правило, образуются моноэфи] 


ее ; ›ы нуклеотидов, и 
лишь В отдельных случаях отмечено существование в продуктах 


реакции следов диалкильных эфиров нуклеотидов. Так, алкилиро- 
вание нуклеозид-5’-фосфатов в нейтральном водном растворе Ди- 
азометаном при комнатной температуре приводит к образованию 
значительных количеств монометиловых эфиров (наряду с метили- 
рованием гетероциклических оснований) 202—204. й 


но осн; 
ве 


(НО)>ОРОСНЬ а СН; 


НО он НО он 


В-остаток основания 


При 100-кратном (в мольном соотношении) избытке диазоме- 
тана наблюдается количественное образование монометилового 
эфира 3-М-метилуридин-5’-фосфата; при 110-кратном избытке ре- 
агента в продуктах реакции были обнаружены, кроме того, следы 
диметилового эфира 3-М-метилуридин-5’-фосфата 23. При действии 
на цитидин- и аденозин-5’-фосфаты более чем 100-кратным избыт- 
ком диазометана происходило образование лишь соответствующих 
монометиловых эфиров нуклеозид-5’-фосфатов. Диметиловые эфиры 
нуклеотидов образуются в значительных количествах при алкили- 
ровании диазометаном растворов мононуклеотидов в органических 
растворителях 265. 

При алкилировании мононуклеотидов эфирами сульфокислот 
степень алкилирования фосфатной группировки зависит от РН 
среды 202, 203, 206 Так, в нейтральной среде действие диметилсуль- 
фата на цитидин-5’-фосфат приводит к образованию значительных 
количеств (>30%) монометиловых эфиров цитидин- и 3-М№-метил- 
цитидин-5/-фосфатов 203. При более кислых РН, когда фосфатная 
группа в мононуклеотидах находится в виде моноаниона (что де- 
лает ее менее нуклеофильной), степень ее алкилирования сни- 
жается; например, обработка аденозин-5’- фосфата диметилсульфа- 
том при РН 4,5 приводит к образованию лишь 5—10% монометил- 
фосфатов 202,206. Моноалкилирование по фосфатной группе было 
показано также в случае реакции уридин-5’-фосфата с окисью эти- 
лена при РН 10297. 

Данные относительно алкилирования межнуклеотидных фосфат- 
ных групп в соединениях; содержащих фосфодиэфирные связи, 
весьма противоречивы. Отмечалось??, что при алкилировании 


38* 


РЗ ара Ь о: В. ^ 


плавность. 
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диазометаном ие твУклеоЗидноц, 
фосфатов 202, 204, в водных растворах пр а образования Ме. 
тиловых эфиров по фосфатной группе не наблюдается. Однако п 

действии диазометана на ряд динуклеозидмонофосфатов (наприме 
рб, АрП) в водных растворах при рН 8 происходит расщепление 
фосфодиэфирной связи, возрастающее пропорционально Времени 
реакции и избытку диазометана. Среди продуктов реакции были 
обнаружены *® нуклеозид-2”,3’-циклофосфаты и метиловые Эфиры 
нуклеозид-2’ (3’) -фосфатов*, возникающие, вероятно, при распаде 
метиловых эфиров динуклеозидмонофосфатов. 


сн 
Вы ов гон ОН он он гон 
р” | он 
он —сн он он 
а + |+ : “+ ы + 
он -он о он ОН Р-СНз р 
в 9 В В 


В В 
В-остаток урацила 


В тех же условиях ЧТрат на 14% превращается в метиловый 
эфир динуклеозидмонофосфата 209. 
ри действии на динуклеозидмонофосфаты ЧрА и АрО диме- 
тилсульфата при РН 7 алкилирование по фосфатной группе обна- 
ружено не было 2, 2%, Значительное алкилирование по фосфатной 
группе отмечается при обработке поли-Ц ийритом $ (СН»СН2С» 
при РН 7,8210. 

Еще более неопределенным остается вопрос, происходит лн 
метилирование фосфатных групп в нуклеиновых кислотах (см.?'). 
Согласно 212, метилирование водных растворов РНК диазометаном 
приводит к уменьшению ее молекулярного веса и сильному сниже- 
нию числа фосфатных групп, способных титроваться протамином. 
Эти эффекты возрастают с повышением количества диазометана, 
вводимого в реакцию, и снимаются при добавлении в реак- 
ционную среду ионов Мэ*+ 2 Они были приписаны метилирова- 
нию фосфатных групп в РНК, однако непосредственных доказа- 
тельств такого метилирования не имеется. Было высказано пред- 
положение 213, что при алкилировании нуклеиновых кислот реакция 
алкилирования по фосфатным группам является промежуточной 
стадией реакции алкилирования по гетероциклическим основа- 
ниям. Хотя в дальнейшем это допущение было отвергнуто, возмож- 
ность существования промежуточных продуктов такого типа вновь 
обсуждалась недавно 2, 215 Ъ связи с особенностями кинетики 
алкилирования ДНК В-хлорэтиламинами. 


бу. 
* Необходимо, однако, отметить, что об образовании этих соединений су 
пользуясь косвенными методами 209, 


дили, 
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2. Реакции концевых фосфатных групп 
в полинуклеотидах 


Введение метки по концевым фосфатным группам нуклеиновых 
кислот используется для анализа нуклеотидных последовательно- 
стей в концевых участках полинуклеотидов (см. гл. 1). 

В настоящее время известно несколько реакций, позволяющих 
ввести заместители в 3”- и 5’-концевые фосфатные группировки 
ДНК ив 5’-концевые фосфатные группировки РНК, Первой из них 
явилось метилирование концевых фосфатов?6. Метод метилиро- 
вания основан на том, что триалкиламмониевые соли фосфомоно- 
эфиров под действием дициклогексилкарбодиимида реагируют 
с метанолом, давая соответствующие диэфиры ХХГ; триалкиламмо- 
ниевые соли фосфодиэфиров не вступают в эту реакцию 26 21. 


(©) ©) 
| он | ‚осн 
ыР снзон : = 
вО-Р< _ ;„, боним-с-мени” > 
о- нА" 07 НАв, 
ХХ! 


С помощью этой реакции были прометилированы 5’-концевые 
фосфатные группировки в олигонуклеотидах (рат) „и=1 — 4], 
раТрас, раТрад и (рА)„ п=1 — 4128. Триэтил- или трибутилам- 
мониевые соли олигонуклеотидов под действием карбодиимида 


в метаноле за 24—48 ч при комнатной температуре” количе- 
ственно превращались в монометиловые эфиры: 
о ыы 
Р. 
№ 
ом но” ‚© 
ета! 
сие (НО}>ОРОСН» о В РР: 
тамиой 
мейн, 
еа р 
ня нов снзон Ех 
. к я 
р ой \5 СвНимМ=С М СеНи 67 \ 
7% 
ао ий ты СНОВ 
Рей 
я” 
и но В 
и | но в 
ии В,В- остатки оснований; ВЕН или ОН 
Впоследствии было обнаружено, что реакция сопровождает- 
ся метилированием  гетероциклических оснований (см. гл. 5) 


п с аня 
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побочным продуктом реакции — дициклогексилизомочевиной 218. 
СНиМ=С=МСНи 2 СНзОН > С ОЕНЫ 


ОСН, 
Аналогичная реакция была использована для прев 
концевых фосфатных групп в фосфоанилидные. Это б 
нуто обработкой триалкиламмониевых солей олиго 
(рА)з, (РО), а также тРНК диизопропилкарбодиимид 
ствии анилина в смеси воды, диметилфор 
спирта при рН 8718 219. Реакция идет при 

за 24—48 ч протекает на 60—80% 218, 219. 


ращения 5. 
ЫЛО Достиг. 
нуклеотидов 
ом в присут. 
мамида и трет-буталового 
комнатной температуре и 


с} УМНСН; 
р 
но о 
(НО)›ОРОСН; © В СН; о 
СвН МН» 
(СНз)>СНМЕС =МСН(СНЗ), 
о Дю он > он 
ой Хх ох 


В-остаток основания 


Такой метод с использованием 
для анализа 5’-концевой последова 
Е. сой*. Конденсация 'С-метилфосфоморфолида с три-н-гексил- 
аммониевой солью тРНК позволяет превратить 5’-концевой фосфат 
полинуклеотида в С-метилпирофосфат 2?'. Реакция проводится 


при комнатной температуре в пиридине; за 6—7 дней образование 
пирофосфата протекает на 80% 221, 


“С-анилина был применен 218, 21° 
тельности в суммарной тРНК из 


(НО) ОРОСН, 
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В-остаток основания 


- 


* Аналогично могут быть получены аминокислотные и пеитидные произвол- 
ные ряда полинуклеотидов 220, 


$ 
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Метод был применен для анализа 5’-концевой последователь- 
ности в суммарной тРНК из Е. сой?7. Для тех же целей было ис- 
пользовано превращение 5’-концевого фосфата тРНК в 2,4-дини- 
трофениловый эфир 222. у 

Описанное недавно цианэтилирование олигонуклеотидов карбо- 
диимидным методом также может найти применение для введения 
концевой метки 223. 
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НЕКОТОРЫЕ РЕАКЦИИ РЕДКИХ КОМПОНЕНТОВ 
НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ 


1. ВВЕДЕНИЕ 


В предыдущих главах были описаны химические реакции, ха- 
рактерные для основных и большей части редких компонентов ну- 
клеиновых кислот. Однако некоторые редкие компоненты обла- 
дают необычными химическими свойствами, обусловленными при- 
сутствием в их молекуле функциональных групп, отсутствующих в 
других нуклеозидах. Эти реакции, выходящие за рамки принятой 
в данной книге классификации, кратко рассматриваются в лапной 
главе. 


|. РЕАКЦИИ 6-ЭКЗО-М-ИЗОПЕНТЕНИЛАДЕНОЗИНА 
И ЕГО ПРОИЗВОДНЫХ 


Необычные химические свойства 6-экзо-М-изопентениладенозина 
связаны с присутствием в алкильном заместителе этиленовой связи, 
которая довольно легко подвергается атаке под действием электро- 
фильных реагентов. Образующийся карбкатион И достаточно легко 
присоединяет нуклеофильный агент, давая аддукт Ш, но может 
также претерпевать внутримолекулярное алкилирование атома М№-! 
гетероциклического ядра аденина (см. гл. 5) с образованием три- 
циклического соединения типа ПУ. Аддукт Ш также может доста- 
точно легко переходить в соединение ГУ через карбкатнон И. 

В настоящее время известны по крайней мере две реакции та- 
кого типа. При кислотном гидролизе б-экзо-М-изопентениладенози- 
на Та в условиях, обычно применяемых для расщепления № -тлико- 
зидных связей в пуриновых нуклеозидах (см. гл. 8), не РНетСЯ 00 
лучить соответствующий агликон 16 ''?, так как образуется смесь 
продуктов его гидратации (Ша) и циклизации (ГУа). Детальное 
кинетическое исследование этого процесса * позволило сделать вы- 
вод, что расщепление М-гликозидной связи протекает быстрее, чем 
атака протона по двойной связи. Удалось ие ов В 
которых образуется только основание 16 или смесь и Па, при- 
чем ПТа возникает в результате последовательных реакций: ]а—= 
—16—Ша. Смесь 16 и Ша может быть количественно переведена 
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в циклический продукт [Уа под действием фторборной или три, 
фторуксусной кислот. 


ток рибозы) 


х 
Нз 


х - 
/\`\ `св, 
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°(в=Н) у 
ТУ 


а (В= Х=Н) 


6 (Х=1, В-оста- 
ток рибозы) 


По аналогичному механизму протекает, вероятно, взаимодейст- 
вие 6-экзо-М-изопентениладенозина с иодом Ъ 4. 

Реакция заканчивается п 
темпера л 


, 


для высокоспецифической модиф 


Модификация остатка 6-экзо-М-изопентениладенозина в составе 
тТРНК под действием иода позволила впервые обнаружить различие 
элементов структуры тРНК, необходимых для выполнения акцеп- 
торной и адапторной функций. Оказалось, что после кратковремен- 
ного действия иода на серинспецифическую тРНК из дрожжей спо- 
собность ее присоединять серин практически не изменяется, в то 
время как способность образовывать комплекс с рибосомами в при- 


№ 


ри 
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сутствии соответствующего 
оказывается утраченной 4. 

При кратковременном действии перманганата на б6-экзо-М-изо- 
пентениладенозин в нейтральной среде удается получить! продукт 
гидроксилирования двойной связи 6; наряду с ним образуется 
аденозин и небольшое количество неидентифицированного про- 
дукта. 


кодирующего рибополинуклеотида 
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Отличие химического поведения псевдоуридина от поведения 
обычных пиримидиновых нуклеозидов связано с двумя особенно- 
стями его структуры: наличием двух атомов азота, связанных с 
водородом, и присутствием С-гликозидной связи. Особенности реак- 
ций замещения в гетероциклическом ядре псевдоуридина уже р: 
сматривались в гл. 5; здесь мы остановимся только на превраще- 
ниях, обусловленных наличием С-гликозидной связи. К их числу 
относятся: легкая изомеризация углеводного остатка в составе ну- 
клеозида и необычное для других пиримидиновых нуклеозидов по- 
ведение при каталитическом гидрировании и окислении периодатом. 
Все эти превращения удается хорошо объяснить, исходя из пред- 
положения о легком раскрытии фуранозного цикла в псевдоуриди- 
не У с образованием промежуточного продукта с сопряженными 
двойными связями (УТ) или его катиона (УП): 


(9) Го) (в) 
ее Я В 


Мом а мн 
н* № | р 
но м о Е ты А 
СНь Е НОСН сн о =. п он Г 
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Движущей силой этого процесса может служить протонирова- 
ние циклического кислорода остатка рибозы или потеря протона 
атомом №-| гетероциклического ядра. эры 

Уже при установлении строения псевдоуридина ° было отмечено, 
что это соединение довольно легко претерпевает мутаротацию — 
образуются изомеры, различающиеся размером цикла углеводного 
остатка и конфигурацией гликозидной связи. Природный изомер 
псевдоуридина 5-(В-Р-рибофуранозил)-урацил У (так называемый 
псевдоуридин С) 87 частично превращается после нагревания в 


* Обзор — см. 6. 
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Г чв | н. соляной кислоте в 5-(а-О-рибо 
ил У (псевдоуридин В) 6,7, 5- (В-Р-рибопиран 
(псевдоуридин Аз) ®% 9 и 5- (-О-рибопиранозил) -у и. 
уридин Ак) ® $9. Соотношение изомеров У: УШ:Х: ук В 
щейся смеси составляет приблизительно 9: [2ы 


Налогичная 
смесь образуется при изомеризации в тех же 


условиях всевдоу 
дина В; изомеризация пиранозных изомеров псевдоуридина ИДет 
заметно медленнее, и равновесие за | ч не достигается, 
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6, 8. 

"- р ВВ: 

Аналогичная изомеризация протекает и в щелочной 9 омежу- 

этом случае процесс, очевидно, также проходит через 

точный продукт \1.  лОвИЯХ. 
ри каталитическом гидрировании, ес. в пири. 

приводящих обычно к насыщению двойной связи С- 
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мидиновом цикле (см. стр. 336), на | моль соединения поглощается 
| моль водорода и образуется 5- (Р-рибитил)-урацил ХТ; этот про- 
цесс также можно объяснить промежуточным образованием соеди- 
нения УТ, диеновая система которого восстанавливается в 1,4-поло- 
жения. 


но он но он но он в 
4 м У! х 


Й | Окисление псевдоуридина С периодатом в обычных условиях 
0 (см. стр. 531) приводит к соответствующему диальдегиду ХИ; на- 
ми | ряду с ним образуются два продукта неустановленного строения 5. 
После восстановления диальдегида действием МаВНа образуется 
с небольшим выходом 5- (о, В-диоксиэтил)-урацил ХУ. Это же со- 
единение получено в результате последовательной обработки псев- 
доуридинов Аг и Аз периодатом, боргидридом натрия и щелочью ее 
Образование ХУ можно объяснить распадом диола ХЛ под дей- 
ствием щелочи и последующей гидратацией возникающего непре- 
дельного соединения ХПУ. 
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ГЛ. П. НЕКОТОР 


ЫЕ РЕАКЦИИ РЕДКИХ КОМПонь 
то 
В более жестких условиях под деиствием Периодата и 
ляются и производные псевдоуридина, не содержащие незаме 
ной Ццис-гликольной группировки, наприм 

фат ХУГ №. Так, при РН 8,9 и 50° СТ, 
щает 4,3 моль периодата в течение 23 


ы Родуктов 
были идентифицированы неорганический фосфат (0,9 моль) 
рацил ХХ (0,3 моль) 


@ первых т ‚ 
ДОМ псевдоуридин. 
’-фосфата в щелочной среде и его последую. 
щей гидратацией. Образующийся тетраол ХУШ окисляется далее 
давая 5-формилурацил, формальдегид и Фосфорилоксималоновый 
днальдегид, а неорганический фосфат получается при распаде фос. 
форилоксималонового диальдегида: 
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РО(ОН)> хх хх 
Урацил-5-карбоновая кислота может образоваться за счет даль- 
нейшего окисления 5-ф 

вания по С-|[” 
жением). 
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1,2-гликолей. Удалось показать, что при рН 8,9 и 50° С даже тимин 
медленно переходит под действием п 


ериодата в урацил-5-карбоно- 
вую кислоту: 
(9) {@) [@) О 
А х ] 
ыы мно нм мн > НМ мн — Нм мн 
К ы Пе | [Ре 
хе) Же) [@) (6) 
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Данные по периодатному окислению псевдоуридин-3’-фосфата и 
уридин-2' (3’) -фосфата приведены в табл 11.1. При РН 7,5 урацил- 
5-карбоновая кислота является единственным продуктом окисле- 
ния псевдоуридин-3’-фосфата, поглощающим в ультрафиолетовой 
ооласти; одновременно становится заметным и другой процесс — 
разрушение соединения с потерей характерного поглощения в 
УФ-области спектра. Образующиеся при этом продукты не иденти- 


фици рованы, и механизм реакции остается неясным (см. также 18). 
Таблица 11.1. Окисление псевдоуридлин-3’-фосфата 
, о [>10 
и уридин-2” (3’)-фосфата периодатом при 50 ° С! 
Состав результирующей смеси, 
рН пжи = ее 
среды еВоСтЬ 
реакции, ч | соеди 
Окисление псевдоу ридин-3’-фосфата 
| | | 
8,9 23 ИА 28 9 32 
7.5 29 23 0 19 Е 
73 27 18 0 34 ы 
7,0 30 следы 0 в 34 
| 
Окисление уридин-2” (3’)-фосфата 
8,9 23 — = | 66 66 
7,5 21 — = | а `; 


Существенно, что последняя реакция деструкции а 
и наблюдается для всех нуклеозид-2’(3’) -фосфатов. Е ты 
разрушается уридин-2” (3/) -фосфат: за 100 ч при РЕ 7 и 5 исче 
зает 79% исходного нуклеотида. В тех же у словиях цити дин 
фосфат расщепляется на 53%; гуанозин-2” (3 ) фосфат ВЫ 
аденозин-2’ (3’) -фосфат — на 6%. Вследствие оды и ь мене! = 
периодатного окисления для специфического саг 
ков псевдоуридина в ТРНК не представляется возможным 
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ПРОИЗВОДНЫХ 


ЧивоСтЬю катиона ХХ1, образующегося из производных 5 
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_Е—атом водорода или различные радикалы 


кислоты приводит к избирательному ацетилированию по оксиме- 
тильной группе пиримидинового ядра м. 
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К углеводный остаток 
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При взаимодействии защищенных 
водных 5-оксиметилдезоксиуридина сх 


о оо в диоксане легко образуются соответствующие 
хлор уклеозиды 3 ХХИ; описана конденсация производных 


5-оксиметилуридина с фенол 15 
ами приводящая к 
типа ХХ. ‚› Приводящ продуктам 


(по остатку сахара) произ- 
лористым тионилом или хло- 


ххИ ххШ 


К и ЕВ" -— углеводные остатки 


При гидрировании 5-оксиметилуридина конкурируют два про- 
цесса '', 16: насыщение двойной связи с образованием 5-оксиметил- 
5,6-дигидроуридина !6 ХХТУ и гидрогенолиз, приводящий к 5-метил- 
уридину ХХУ (риботимидину), который может подвергаться даль- 
нейшему восстановлению: 


С 


В — остаток рибозы 


При использовании платинового или родиевого катализатора и 
проведении гидрирования в уксусной кислоте гидрогенолиз окси- 
метильной группы является преобладающей реакцией ``; напротив, 
в нейтральном растворе над родиевым катализатором в основном 
происходит насыщение двойной связи '6. г 

При окислении 5-оксиметилуридина действием кислорода над 
платиной в уксусной кислоте главным продуктом реакции является 
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и,", окисление под действием дв ЭКИСи ма 
гид ХХУ[ , % И. Рга 
ат к уридин-5-карбоновой кислоте ХХУП И; ы 


о о г 
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№ № “№ к” \№ю 
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При проведении окисления над платиновым катализато 


ром вще. | 
лочной среде 5-оксиметильная группа окисляется до карбоксиль- 
ной 17; одновременно протекает окисление по остатку сахара. 
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ГЛАВА 12 


ФОТОХИМИЯ 
НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ И ИХ КОМПОНЕНТОВ 


1. ВВЕДЕНИЕ 


Фотохимия изучает процессы, происходящие в молекулах при 
поглощении ими света. Нуклеиновые кислоты обладают интенсив- 
ным поглощением в ультрафиолетовой области спектра, что обу- 
словлено ароматической природой входящих в их состав пурино- 
вых и пиримидиновых гетероциклических оснований. Предметом 
фотохимии нуклеиновых кислот являются изменения, происходящие 
в молекулах нуклеиновых кислот или их компонентов при облуче- 
нии ультрафиолетовым светом. 

Исследования действия ультрафиолетового облучения на ну- 
клеиновые кислоты и их компоненты интенсивно развиваются в по- 
следнее время (обзоры — см. 8) в трех основных направлениях: 
1) влияние УФ-облучения на функциональные свойства нуклеино- 
вых кислот (см., например, 353); 2) органическая фотохимия ком- 
понентов нуклеиновых кислот; 3) физика возбужденных состояний 
нуклеиновых кислот и их компонентов. В данной главе рассмотрена 
собственно органическая фотохимия пуриновых и пиримидиновых 
оснований, нуклеозидов, нуклеотидов и полинуклеотидов. Особое 
внимание обращено на изменение химических свойств компонентов 
нуклеиновых кислот при переходе их в возбужденное состояние. 


И. ОСНОВНЫЕ ПОНЯТИЯ И ЗАКОНОМЕРНОСТИ ФОТОХИМИИ * 


В соответствии с первым законом фотохимии (закон Гротгуса — Дрелера) 
фотохимические изменения происходят только под действием ть рае 
мого системой; в результате поглощения кванта (фотона) систем а ож 
в возбужденное состояние. Согласно второму закону фотохимии (закон фот хи 
мической эквивалентности Эйнштейна) каждый поглощенный квант способен 


активировать одну молекулу. : а т е 
ее активированные молекулы Гб Е. находящиеся в Е ея 

НИИ) могут расходовать полученную энергию ЕЕ а овичнае Е нра 
у В б ‹ еакции. | 

вступая в азнообразные химические р ыы ды з в: 

ческие а. ы которых участвуют непосредственно НЙ а 

ном состоянии, и вторичные (‹темновые») реакции, Т. е. превр родуктов, 

образовавшихся 1: результате первичных процессов. 


эп 
* Более подробно об основах фотохимии см. "^^. 7 


ГЛ. 12. ФОТОХИМИЯ НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ И их КОМПОНЕНТ 


< збуждения одной молекулы, т. 5 

ергия, необходимая для во т. 

а ан 4 при данной длине волны может быть записана уравнение? 
йс 


ры (1 


где Ро и Е! — энергии соответственно возбужденного и основного с 
молекулы; й — постоянная Планка; у и А— частота и длина волны п 
ного излучения; с — скорость света. 2 

Энергия, необходимая для возбуждения 1 моль вещества при данной длине 
волны, называется эйнштейном (2): 


ОСтояний 
ОГлоЩен. 


(2) 
где М — число Авогадро. ь 
Для 7, равной 2000 и 7000 А (коротковолновая граница ближней ультра- 
фиолетовой области и начало ин ракрасной области), | ЕЁ равен 143 ккал/моль 
и 40,8 ккал/моль соответственно. Для ^, равной 2537 А (длина волны, часто при- 
меняемая в фотохимии нуклеиновых кислот), 1 Е равен 113 ккал/моль, 
Как было сказано выше, энергия, поглощенная молек 


дом процесса: 
= Число прореагировавших молекул 
число поглощенных квантов 


— Число прореагировавших молей / моль 
число поглощенных эйнштейнов Е 


Если каждый поглощенный квант 
товый выход реакции равен единице (или двум в случае фотодимеризации). 
Квантовый выход Ф первичного фотохи 


реакций. Необходимо подчеркнуть разниц 
и химическим выходом конечного продукта. 


При изучении механизма и кинетики фотохимических реакций, в частности в 
фотохимии нуклеиновых кислот , пользуются понятием поперечного сечения, 
которое определяется долей прореаг. 


ировавших молекул на единицу дозы (колиз 
чество эйнштейнов на единицу поверхности): 


«(4 [Мар 


И т 


р 


прореагировавших молекул; [Мо] — концентрация исход- 


ния при данной интенсивности излучения. 
Возбужденные состояния. Частоты, характе 


кий энергетический уровень. 


сновное (невоз ужденное) состояние молекулы в соответствии с принципом 
аули явля@рся синглетным $0, т. е. спины обоих электронов, находящихся на 


гировавших мун 
ется квантовых к 
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одной орбитали, антипараллельны *. При возбуждении молекулы один из элек- 
тронов переходит на другую орбиталь, запрет Паули снимается, и возбужденная 
молекула может находиться либо в возбужденном синглетном состоянии (спины 
электронов антипараллельны), либо в возбужденном триплетном (спины электро- 


нов параллельны). 
В большинстве органических фотохимических процессов, протекающих в 

растворе, участвует или самое нижнее возбужденное синглетное состояние $1, 

или самое нижнее возбужденное 

триплетное состояние Т.. Каждое $2,7”) 

возбужденное состояние характе- 

ризуется определенной энергией, 

временем жизни и электронным 


727,2) 


распределением, отличным от та- 5 (п, 2*) 

кового в основном состоянии. Та- | ы 
ким образом, молекула в основном & п.) 
и возбужденном состояниях — это ® 

две отличные друг от друга хи- С 


мические индивидуальности, 0б- 
ладающие различной реакционной 
способностью. Реакционная спо- 
собность в возбужденном состоя- 

нии, вообще говоря, выше вслед- 50 
ствии избытка энергии и наличия рус 
неспаренных электронов. Энергия я 
триплетного состояния обычно 
меньше энергии соответствующего 


12.1. Схема уровней энергии для не- 
насыщенных соединений, содержащих гете- 
роатомы. Горизонтальными линиями обозна- 
чены энергии самых нижних колебательных 
а ее Некто: уровней каждого состояния (энергии более 
) ь высоких колебательных уровней не показа- 
У О АННЫ) Прямые стрелки обозначают электрон- 
взаимным отталкиванием В ТРИ цые переходы, сопровождающиеся погло- 
плетном состоянии. На рис. 1231 щением или испусканием кванта. Волнистые 
представлена схема уровней энер стрелки соответствуют безызлучательным 
Е процессы — переходам °. Обсуждение показанных пере- 
поглощения энергии при возбу- ходов — см. текст, 
ждении и некоторые пути ее рас- 
ходования при переходе из возбу- 
жденного состояния в основное. Возбужденное состояние является метастабиль- 
ным, т. е. в течение определенного времени, называемого временем жизни возбу- 
жденного состояния, возбужденная молекула расходует энергию, полученную 
при поглощении кванта, и переходит в основное состояние. Эта энергия может 
расходоваться несколькими путями. : 
Излучательные переходы. Молекула может перейти из возбужденного со- 
стояния в основное, отдавая избыточную энергию в виде излучения с большей 
длиной волны по сравнению с поглощенной (см. рис. 12.1, переходы в и 2) **: 


М* —> М-и 


где М* и Мо — молекула в возбужденном и основном состоянии соответственно. 

Излучение, сопревождающее переход $150 (рис. 12.1, переход 8), назы- 
вается флуоресценцией. Время жизни флуоресценции для большинства органи- 
ческих молекул составляет 10-9 — 10-6 сек. Излучение, сопровождающее переход 


Т! -> 5о (рис. 12.1, переход г), принято называть фосфоресценцией. Вроя и 
фосфоресценции для большинства органических молекул составляет — 10 сек. 


* Исключение могут составлять, например, парамагнетики, т. е. вещества, 


обладающие неспаренными электронами. 
** Здесь и далее звездочкой помечены ве 
к возбужденным состояниям. 


личины и обозначения, относящиеся 
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т о 


ы. Различают несколько типов безызл 
чательные переход За 
т Некоторые из них, наиболее важные для понимания дальней 
пере; . 
следующие. 
о может переходить из одного состояния в другое, рас 
быточную энергию в виде тепла при столкновении с другими м 
(рис. 12.1, переходы ж и 3): 


Ходуя ИЗ. 
лек улаци 


М’ —> М+О (тепло) 


2. Внутримолекулярный переход $1— 7, (рис. 12.1, переходы д ие 
ваемый интеркомбинационной конверсией. Этот переход заслуживает особого 
внимания, поскольку возбужденное триплетное состояние Т!, как наиболее Долго. 
живущее, несомненно, играет важную роль в фотохимических реакциях, а не. 
пссредственное заселение его из основного состояния (5—7!) является СИЛЬНО 
запрещенным процессом. 


3. Возбужденная молекула может передать избыточную энергию другой 
молекуле: 


) › Назы- 


М+М, —> М+М» 


Всли перенос энергии инициирует химическую реакцию молекулы акцеп- 
тора Ма, такая реакция называется фотосенсибилизированной. 

Фотохимическая реакция. Молекула, находящаяся в возбужденном состоя- 
нии, может расходовать избыточную энергию, полученную при возбуждении, 
вступая в химическую реакцию. Однако далеко не всякая молекула, будучи 
переведенной в возбужденное состояние, претерпевает затем химические измене- 
ния. Значительная часть возбужденных молекул, не успевая вступить в химиче- 
скую реакцию, возвращается в исходное состояние. Однако даже кратковремен- 
ное пребывание молекул в возбужденном состоянии вследствие их высокой 


реакционной способности открывает возможности проведения в мягких условиях 
весьма интересных специфических химических превращений. 


Ш. СПЕКТРЫ ПОГЛОЩЕНИ 


Я НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ 
И ИХ КОМПОНЕНТОВ 


‚Из изложенного очевидно, что для фотохимических исследова- 
ний необходимо детальное изучение спектров поглощения исследуе- 
мого вещества. Это позволяет не только правильно выбрать диапа- 
зон длин волн для возбуждения молекул, но и судить о механизме 
и возможных результатах первичных фотохимических процессов. 
Обсуждение огромного материала по УФ-спектрам 2, 13-18 поглоще- 
ния нуклеиновых кислот и их компонентов в рамках данной главы 
не представляется возможным. В этом разделе приведены лишь 
краткие основные сведения, необходимые для понимания мате- 
риала, изложенного далее. 

Нуклеиновые кислоты и их компоненты интенсивно поглощают 
в ближней ультрафиолетовой области (200—300 мик); максимум 
абсорбции, как правило, находится в области около 960 ммк. 
уклеиновых кислот и их компонентов обуслов- 
лощением пуриновых и пиримидиновых оснований, а именно 


УФ-Поглощение н 
лено пог 


РЕКА ое 


(еННОМ Ст 
‘Возбужя 
екула, бут 
теские ии 
НТЬ В ХНА" 
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п -электронными переходами в них“. л — л*-Перехо- 
ды соответствуют возбуждению л-электронов с л-связывающих орби- 
талей на т -разрыхляющие, а И — л*-переходы — с несвязывающих 
п-орбиталей (например, из свободной пары электронов азота гете- 
роциклического ядра или кислорода карбонильной группы — см. 
гл. 3). Полосы, соответствующие л — л*-переходам, значительно 
более интенсивны. Максимум поглощения в области 960 ммк об- 
условлен главным образом л — л*-переходами и лишь отчасти пе- 
реходами п — л*-типа. Последние проявляются иногда на кривых 
поглощения в виде плеч в более длинноволновой области (280— 
390 ммк) 19-22. 

Поскольку спектры поглощения обусловлены электронными пе- 
реходами, они зависят от факторов, влияющих на электронное 
распределение. Существенное влияние на спектры, в частности на 
относительную энергию л—: и П— п*-переходов, оказывают 
заместители в пуриновом или пиримидиновом ядре 23-27. Характер 
влияния определяется природой и положением заместителей. Как 
правило, наибольшее влияние оказывают заместители — МН» или 
—ОН при С-2 и С-4 для пиримидинов и их производных и соответ- 
ственно при С-2 и С-6 для пуринов. Алкильный или рибозильный 
заместитель при №-1 пиримидина или при №-9 пурина влияет зна- 
чительно слабее 25,26, поэтому спектры нуклеозидов близки к спек- 
трам оснований. Следует, однако, отметить, что в спектрах погло- 
щения ряда соединений все же отражается взаимодействие угле- 
водного остатка с основанием, как например, в случае цитидина, 
метилцитидина и цитидин-2” (3) -фосфата 28—30. 

Спектры компонентов нуклеиновых кислот зависят от р 
поскольку переход от нейтральной формы основания к протониро- 
ванной или депротонированной сказывается на распределении 
электронной плотности в гетероциклических ядрах, а соотношение 
форм является функцией рН раствора. Протонирование свободнон 
пары электронов атома азота гетероциклического ядра, естествен- 
но, сильно сказывается нап — л*-электронных переходах (см. гл. 3). 
Сольватация, особенно в полярных растворителях, также суще 
ственно влияет на й — л*-переходы, вследствие чего плечи на кри- 
вых поглощения, соответствующие п — л*-переходам, проявляются 

более четко в неполярных растворителях **, 27. Важные ‘изменения 
спектров происходят, кроме того, при межплоскостных й, ее нее 
тационных взаимодействиях оснований в полинуклеотидах (см. гл. 4). 

Наиболее существенно на: спектрах поглощения компонентов 
нуклеиновых кислот сказывается нарушение АА > 
циклического основания, наблюдаемое, напримеЕ, ыы 
двойной связи С-5—С-6 в пиримидиновых производных . 


Н 28. 31, 


а Следует отметить, что при УФ-облучении возбуждаются главным образом 
л-электроны. Этот момент важен при рассмотренин реакционной способности 
оснований нуклеиновых кислот и их производных в возбужденном состоянин. 


Ч 
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|у. ВОЗБУЖДЕННЫЕ СОСТОЯНИЯ НУКЛЕИНОВЫХ КИ 


Слот 
И ИХ КОМПОНЕНТОВ 


Как уже указывалось, возбуждение молекулы (например, тет 
роциклического основания нуклеиновых кислот) меняет ее эль | 
тронную структуру, что приводит к изменению ее зажнейщи 
физических и химических свойств, и в частности Константы Дисс. 
циации, константы таутомерного равновесия, реакционной СПособис. 
сти и т. д. Разные возбужденные состояния различаются энергией, 
электронным распределением и временем жизни. Поэтому Очевил. 
но, что возбужденная молекула должна обладать различными свой. | 
› В каком возбужденном 


фотохимических реакций, важно знать. че 
состояние протекает та или иная реакци 
возбужденного состояния и, наконец, что представляет собой мо- 
лекула основания или его производного в данном возбужденном 
состоянии. 

Основными источниками ин 
ных состояний нуклеиновых к 


магнитного резонанса (ЭПР) 34. Весьма пе 
пульсного фотолиза ( 
чивший применение в 


рспективен метод им- 


э), лишь недавно полу- 
фотохимии нуклеиновых кислот. 


1. Характеристика возбужденных состояний 
Мономерные компоненты 


Большинство компонентов нуклеиновых кислот люминесцирует 
только при низких температура 


х, так как в растворах при комнат- 
ной температуре энергия возбуждения рассеивается в основном в 
результате безызлучательных 
веденные ниже, от 
стояниям компонент 


творах при низких температурах (— 80° К). 

пектры люминесценции ряда 5’-нуклеотидов представлены на 
рис. 12.2 (о спектрах люминесценции оснований, нуклеозидов и 
нуклеотидов см. также в 

а основании спектров поглощения и люминесценции были 
определены важнейшие параметры, характеризующие возбужден- 
ее состояния нуклеотидов, Некоторые из них представлены в 
табл. 15.]. 


3 сравнения спектров погло 


и щения и флуоресценции при низких 
температ 


урах следует, что геометрия молекулы при рые в 
возбуженное синглетное состояние существенно не меняется *°. 


рА 
рн7 — 
Пе 


Сенсибилизированный 


Е 
(5 
З 
о 
5 
5 
5 


206 950 550 


Рис. 12.2. Спектры люминесценции (флуоресценции и фосфоресцен- 


ции) мононуклеотидов в смеси этиленгликоль — вода (1:0 при 
80° К 35. 


\ ааа 
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В большинстве работ состояние 5; описывается как пл 
стояние 38, 38, 42, Однако ряд данных указывает на возможность зна 
чительно менее интенсивного возбуждения несвязывающих рее 
тронов атомов азота и кислорода гетероциклических оснований, 
т. е. на существование п, л”-состояний 7" ®. Причем в Зависимости 
от природы заместителей в гетероциклическом ядре относительные 
энергии и, л*- и л, л*-уровней могут меняться, т. е. НИЖНИМ воз. 
бужденным синглетным состоянием может быть л‚л*- или пл* со 
стояние °7Т. 


Таблица 12.1. Параметры возбужденных тнт 
и триплетного состояний некоторых 5’-нуклеотидов 
Е- энергия возбуждения; Фр и Фр — квантовые выходы флуоресценции и фосфоресценции; 
ЗФ 
р 
и1-— —_ — кван- 
) 1 икк 


инглетного и триплет- 
—время жизни синглетного возбужден- 
шения триплетного возбужденного состояния 


\Фикк — квантовый выход интеркомбинационной конверсии; 1— (1 +1Фикк 


товые выходы безызлучательного перехода в основное состояние из с 
ного состояний; р— время жизни флуоресценции; 17 
ного состояния; 3% — время ту . 


Синглетное состояние Триплетное состояние 
НЫ д 

Нук- РН 
леотид среды 


1-(ФЬ+| 1 1 ЗЕ.103 3 
1Е 103, р > т, Е.103, ей 
в: Фр | 'Фикк + Фикк) я нсек | см! и т Фикк| “% 
| 
РА — 35,2 | 0,01 ‚02 | 0,97 у 2,8: | 26,7 | 0,015| 0,35 |2 
ра — 34,0 | 0,13 ‚15 | 0,72 | 12, 5,0 | 27,2 | 0,07 | 0,5 1 
РС — 33,7 | 0,05 0:06, — 27,9 | 0,01 О 
2 
9 


Я аа 51 
27,0 | 0,003 | 0,8 |0 


Возбужденное триплетное состояни 
является л, л*-состоянием 77 ‚34, 35. Энер 
ного состояния значительно 


е нуклеотидов, как правило, 
гия возбужденного триплет- 
ниже, чем синглетного. 


триплетного состояния хара 
комбинационной конверсии 
чины равны нулю (см. табл. 


при низких температурах возбуждение изолированных молекул 
этих соединений на триплетный уровень возможно, по-видимому, 
только путем сенсибилизации. Однако в концентрированных замо- 
Роженных растворах рат и рО наблюдается фосфоресценция, что 
свидетельствует 0 заселении в этих условиях триплетного уровня 39. 

состояния нуклеотидов в растворах при темпе- 
С исследованы в значительно меньшей степени. 


Возбужденные 
Ратурах выше 0° 
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Ряд данных свидетельствует об изменении их свойств при повыше- 
нии температуры от 77 до 298° К. 

В растворах нейтральных форм большинства нуклеотидов флуо- 
ресценция и фосфоресценция почти полностью гасятся 35, 36, 39. Од- 
ной из возможных причин этого явления является увеличение ско- 
рости внутренней конверсии, которое должно приводить к умень- 
шению величины 'т по крайней мере на два порядка (до 10—! сек) 
и уменьшению величины Фикк, если только последняя не увеличи- 
вается с температурой “*. Имеются экспериментальные данные, 
свидетельствующие о том, что возможно получить при комнатной 
температуре значения фикк, сравнимые с соответствующими вели- 
чинами при 77° К “5. 

Предполагается, что с повышением температуры и понижением 
вязкости среды энергия возбужденного синглетного состояния ну- 
клеотидов уменьшается вследствие реориентации молекул раство- 
рителя, окружающих молекулу нуклеотида 35, Одним из доводов в 
пользу такого заключения является сдвиг в красную область ма- 
ксимума флуоресценции протонированного аденина при повыше- 
нии температуры от 80 до 271°К 95. 

В водных растворах флуоресценция была обнаружена для про- 
тонированных форм аденина, гуанина и соответствующих нуклео- 
тидов 46,3! а также для анионов гуанина 46 и тимина “7. Аналогич- 
ную флуоресценцию проявляют нейтральные формы замещенных 
нуклеотидов, близкие по строению к протонированным (незаме- 
щенным), например 7-М-метилгуаниловая и 7-М№-метилинозиновая 
кислоты и соответствующие нуклеозиды 48, Интенсивность флуорес- 
ценции нуклеотидов ниже, чем для нуклеозидов. В интервале от 0 
до 60° С интенсивность флуоресценции является функцией темпера- 
туры, однако сдвига максимума флуоресценции в этом интервале 
температур не наблюдается *. 

С помощью метода импульсного фотолиза получен ряд харак- 
теристик возбужденного триплетного состояния урацила в водном 
растворе, в частности определено его время жизни в отсутствие 
тушителей (6,1 == 0,5 мксек 812). к 

Константы ионизации. Перераспределение электронной плот- 
ности при возбуждении оснований, нуклеозидов и нуклеотидов 
влияет на легкость диссоциации или присоединения протона к пу- 
риновым и пиримидиновым ядрам, ИНЫМИ словами: ах РК 
этих соединений. Энергия возбуждения нейтральных и ионизован- 
ных молекул различна, что в шкале волновых чисел может быть 
выражено уравнением 


эмн-^м=А% (5) 


где Лу (в см!) определяется как средняя величина сдвигов в спек- 
трах поглощения и флуоресценции при переходе от протонирован- 


9 


ной (МН) к депротонированной (М) форме соединения 


Гл, №. ФОТОХИМИЯ НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ И Их пон, 
218: % 


$ еделяемая Ау, характеризует ран 
ость энергий, опр ое 
ый ионизации в основном и возбужденном состояниях, бы 
т равность между РК в основном и возбужденном состоянин |. 
жет быть вычислена по следующему уравнению: 


йс 
РК —РК= — 7 4% | 
Значения Лу некоторых нуклеотидов, определенные из спектров 
поглощения и флуоресценции, приведены в табл. 12.2. 


Таблица 12.2. Изменение энергии возбуждения 
при ионизации нуклеотидов3? 


ло 


Нуклеотид РН среды АУ, сн 1 Нуклеотид РН среды ДУ, сн! 
рат 7-1 —250 РС 1-7 —250 
рА 1-7 —350 РО ` 7=И —60 
ра 1-7 —740 

12 —260 


Из данных табл. 12.2 и уравнения (6) следует, что при возбу- 
ждении рК повышается, т. е. протон связывается более прочно. 
Значения Лу относительно невелики; это означает, что изменения 
РК, по-видимому, не очень значительны. Для сравнения можно 
привести Ду В-нафтола, равное + 3300 см-! и соответствующее 
сдвигу рК на 7 единиц 4, 

посредственное сравнение величин рК и рК* нуклеотидов 
подтверждает неравенство рК < рК*36, 5; количественные данные, 
однако, весьма противоречивы. При расчете термодинамических 
параметров ионизации при комнатной температуре были использо- 
ваны только данные спектров поглощения 50, а в случае примене- 
ния спектров эмиссии сравнивались данные по рК для возбу- 
жденных состояний при 77°К и основного при 298°К*, что, ве- 
роятно, неправомерно вследствие зависимости рК от температуры: 
Кроме того, для замороженных растворов термин рК вообще усло- 
вен, так как равновесие протолитической реакции в этих условиях, 
по-видимому, не достигается. 

Таутомерное равновесие. Имеются данные, свидетельствующие 
о различии в свойствах возбужденных состояний разных таутомер- 


ных форм производных пиримидинов 86. М-Метилзамещенные пири- 

рующие лактамную форму, не флуоресцируют при 
ратуре и обнаруживают слабую флуоресценцию 
илзамещенные пиримидины, являющиеся моделью 
ы, напротив, сильно флуоресцируют при комнатной 
фосфоресцируют при 77° К 36. 


мидины, модели 
комнатной темпе 
при 77° К. О-Мет 
лактимной форм 
температуре и 
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Возбуждение молекулы, вызывающее перераспределение элек- 
тронной плотности в гетероциклическом основании, приводит к 
сдвигу таутомерного равновесия. Квантовохимические расчеты по- 
казывают, что в возбужденном состоянии облегчается переход ос- 
новании в редкие лактимные (для гуанина, урацила и тимина) и 
иминные (для цитозина и аденина) формы 5-52. По данным Дани- 
лова“", в первом возбужденном синглетном состоянии аденин пе- 
реходит в иминную форму легче, чем цитозин, а тимин и урацил 
переходят в лактимную форму 
легче, чем гуанин, т. е. относи- 
тельная легкость перехода раз- 
личных оснований в редкие тау- 


Ч/ТрА) а (поли-ай)-(поли-ат) 
© НК’ 


рЧА+рат 


2 


аз 

С 

58 

хо 

38 Ч/Арт/ 
томерные формы обратна таковой ЕН >< 
в основном состоянии. 8% а 

58 и 

Полинуклеотиды ие. а 
д, ммк 


Нуклеотидное звено, входя- рис. 12.3. Спектры флуоресценции 
щее в состав полинуклеотидной  моно-, олиго- и полинуклеотидов 35, 
цепи, принимает участие в слож- 
ном комплексе взаимодействий с соседними звеньями. В возбужден- 
ном состоянии такие взаимодействия (особенно обусловленные 
л-электронами) усиливаются, 35, 44. Об этом свидетельствуют, в ча- 
стности, более резкие различия в спектрах флуоресценции, чем 
в спектрах поглощения, при переходе от моно- к олиго- и полину- 
клеотидам $35, 39, 42, 44, 53—54 (рис. 12.3). С другой стороны, взаимодей- 
ствие мономерных звеньев в полинуклеотидной цепи изменяет свой- 
ства возбужденных состояний полинуклеотидов. Время жизни син- 
глетного возбужденного состояния мононуклеотидных звеньев в по- 
линуклеотиде приблизительно в 100 раз меньше, чем для моно- 
мерных компонентов. 

На основании спектров флуоресценции и ряда других фактов 
было высказано предположение о существовании в полинуклеоти- 
дах при низких температурах синглетных эксимеров, т. е. возбу- 
жденных аддуктов, образующихся в результате перекрывания л- 
электронных облаков возбужденного гетероциклического основания 
с соседним по цепи невозбужденным основанием о 

Для некоторых двухцепочечных полинуклеотидов характерно 
безызлучательное тушение возбуждения. Например, комплексы 
(поли-А) : (поли-О) и (поли-@@). (поли-@С) не люминесцируют 
при низких температурах в отличие от составляющих их „Моно- 
нуклеотидов 42, 54, 57, Однако ДНК флуоресцирует при 772К=2. 

Наконец, весьма характерным для возбужденных полинуклеоти- 
дов при низких температурах является перенос энергии возоужде- 
ния нуклеотидными звеньями *%, 4+ 55. 56.58, Возможны синглет-син- 


глетный и триплет-триплетный переносы. Триплет-триплетный 


40 Зак. 614 
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перенос особенно важен при изучении фотохимии полинуклеотидов, 
Перенос, естественно, осуществляется тол равлении умень,. 
шения энергии возбуждения, что приводит независимо от длины 
волны возбуждающего излучения к заселению триплетного уровня 
составляющего нуклеотида с наименьшей энергией триплетного воз. 
буждения. Это находит отражение в спектрах фосфоресценции. На- 
пример, при РН 7 спектр А(АРТ) соответствует спектру раТ, по. 
скольку значение ЗЕ для рАТ меньше, чем для ЧАр. В щелочной 
области спектр динуклеозидмонофосфата соответствует спектру 
4Ар, так как здесь уже величина ЗЕ меньше для ЧАр, чем 
для аниона раТ 3. С этим согласуется тот факт, что при 77° К три- 
плетное состояние ДНК соответствует триплетному состоянию 
РАТ, как можно судить по данным спектров фосфоресценции и 
ЭР. 

Аналогично мононуклеотидам возбужденные состояния поли- 
нуклеотидов меняются при переходе от низких температур к более 
высоким. Большинство полинуклеотидов не люминесцирует в воз- 
бужденных состояниях при комнатной температуре. По-видимому, 
уменьшается время жизни возбужденного синглетного состояния, 
что в случае неизменности Ффикк должно привести к уменьшению 
выхода триплетов **. Ди- и полинуклеотиды, содержащие остатки 
протонированного гуанозина, 7-М№-метилгуанозина, 7-М-метилинози- 
на или остатки 4-экзо-М-ацетилцитидина, флуоресцируют при 
возбуждении в растворах при температурах выше 0° С 47.60, зи, Ин- 
тенсивность флуоресценции олиго- и полинуклеотидов почти вдвое 
меньше, чем для мононуклеотидов, и зависит, кроме того, от по- 
следовательности мононуклеотидов; сдвига Ашах флуоресценции не 
происходит. По-видимому, в данном случае эксимеры не обра- 
зуются и синглетный перенос энергии к флуоресцирующему осно- 
ванию отсутствует “8, 60. Однако ряд данных свидетельствует о воз- 
можности переноса энергии в растворах ДНК при температурах 
выше 0° С 44, 

Исходя из приведенных данных, можно полагать, что в возбу- 
жденных состояниях различие в реакционной способности моно- 
нуклеотидов как таковых и в составе полимера больше, чем В 
основном состоянии, за счет усиления межплоскостного взаимодей- 
ствия и возможности переноса энергии. 

Следует отметить, что большинство данных по возбужденным 
состояниям нуклеотидов и нуклеиновых кислот получено при низ- 
ких температурах, когда влиянием природы растворителя или вяз- 
кости среды можно пренебречь. В растворах при комнатной. темпе- 
ратуре влияние растворителя и ряд других факторов могут суще- 
ственно менять свойства молекулы в возбужденном состоянии и 
сам характер заселения возбужденных уровней. В еще большей 
степени это относится к биологическим системам. Поэтому, исполь- 
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зуя данные по возбужденным сост 
3 ужденным состояниям нук/ ь 
я : ›яниям нуклеотидов при рассмо- 
о Ур ь | 
трении конкретной реакции, необходимо всегда критически ОВ 
возможность их применения для данных конкретных условий 
` К Ы? 31 


2. Электронная структура оснований 
нуклеиновых кислот в возбужденных состояниях 


Переход молекулы в возбужденное состояние характеризуется 
перераспределением электронной плотности, т. е. изменением элек- 
троннои структуры и вследствие этого ее реакционной способно ТИ 
В связи с этим представляют интерес квантовохимические расчеты 
электронной структуры гетероциклических оснований нуклеиновых 
кислот в возбужденном состоянии (0б их электронной структуре 
в основном состоянии см. гл. 3). Такие расчеты были выполнены 
главным образом для пиримидинов °'-°. Получены также не 


атур к боль рые данные, характеризу ющие триплетное состояние пуринов 

ирует вв | и возбужденные состояния комплементарных пар оснований 

То-видимо ДНК". 

0 СОСТОЯНИЯ, 

уменьшении Пиримидиновые основания 

щие оста Для расчетов электронных структур пиримидинов в возбужден- 

метилиноз!: ном состоянии использовали метод молекулярных орбиталеи В 

ируют п приближении Хюккеля и метод самосогласованного поля для от- 

аи, И! крытых оболочек. Пос едний в отличие от метода Хюккеля позво- 
и синглетное возбужденные состояния. 


ляет различать триплетное 


Основные результаты таких квантовохимических расчетов приве- 


от по 
анини не дены в табл. 12.3—12.5. ь 
“не обра“ Анализ приведенных данных позволяет обнаружить следук щие 
> 0С1б- | закономерности. При возбуждении резко уменьшается порядок 
кем) 03 связи С-5—С-6 при незначительном уменьшении порядка угих 
зует и. связей. Увеличивается индекс свободной валентности ^” на атома 
дператУР С-5 и С-6. Для урацила и тимина эти эффекты прояв ПяЮтС в 600 
м | шей степени, чем для цитозина. Следовательно, в во36 = ценной 
вв, состоянии возрастает реакционная способность двойной связи 
ые | и С-5—С-6. Этот вывод подтверждается экспериментально (см ниже) 
нос" це Следует, однако, отметить, что, по данным Данилова ”', перехой 
те ое" в триплетное возбужденное состояние сопровождается , ораздо 6 
за" лее сильным снижением порядка двойнон связи С-5—С-0, № 
ув ы переход в синглетное возбужденное сос гояние; = же трей 
в 7’ данным Пюльмана 65, этой разницы между Ай мА 
;. и я глетным и триплетным состояниями не аблюдае Е Е 
ей Зе | При переходе в триплетное возбужденное состояние на атом 
гейЯ ы (Я пиримидинов возникает определенная. ее м: = 
т и й } тронов, которая может быть аппроксимирован: ыы т хо 
Ой стью. Наибольшая плотность неспаренных электр ре; 
м 
о 40* 
ие. г 


ао 
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на атомах С-5 и С-6, что делает эти атомы наиболее реакционно. 
способными. По данным Данилова °", ббльшая часть общей элек. 


тронной плотности на С-5 и. С-6 пиримидинов обусловлена плот. 
ностью неспаренных электронов. Согласно Пюльману ®, спиновая 
плотность на С-5 и С-6 цитозина значительно меньше, чем на дру. 
гих атомах той же молекулы и чем на С-5 и С-6 урацила и тимина, 


Таблица 12.8. Порядки связей в молекулах пиримидиновых оснований 

в основном и первых возбужденных состояниях 

ее. 
Порядки связей 


$ к а 
о о 

Основание - т = з р з ы з а 5 
5 о о я а о о = о а 

о т а ее В 

[с] ог п й р р и г = 

[$ т, =. [$ [5 Е о о о |. 

Урацил $5 0,365 | 0,479 | 0,376 0,811 | 0,371 | 0,387 | 0,799 | 0,819 74 


0,315 | 0,319 | 0,321 | 0,846 | 0,305 | 0,332 | 0,839 | 0,890 | 66 


5: | 0,390] 0,464 | 0,346 | 0,752 | 0,317 | 0,467 | 0,718] 0,413 | 65 
= — = — — 0,444 | 69 


Т, | 0,364| 0,396 | 0,396 | 0,808 | 0,317 | 0,518 | 0,506 | 0,449 | 65 
0,309 | 0,307 | 0,314 | 0,851 | 0,286 | 0,395 | 0,811| 0,085 | 66 


Тимин $5 | 0,3251 0,293| 0,319 | 0,843 | 0,308 | 0,383 | 0,836 | 0,908 | 66 


$: | 0,390| 0,461 | 0.346 | 0,765 | 0,312] 0,456 | 0,7141 04 | 65 
0,288 | 0,430 | 0,366 | 0,845 | 0,192] 0,410 | 0,525 | 0,424 | 66 


Т, | 0,368| 0,390| 0,395 | 0,807 | 0,314 | 0,518| 0,499 | 0,451 68 
0,305 | 0,310| 0,320 | 0,851 | 0,269 | 0,449 | 0,778| 0,106 | 66 


Цитозин | $5 | 0,375| 0,529 | 0,433 | 0,778 | 0.636 | 0,525 | 0,470 | 0,758 74 
0,306 | 0,389 | 0,432 | 0,791 | 0,742 | 0,435 | 0,377 | 0,846 (66 


$: | 0,397 | 0,363| 0,477 | 0,714 | 0,466 | 0,522 | 0,358 | 0,665 65 
— — = = — — 0,553 | 66 


Т, | 0,287 | 0,394| 0,527 | 0,475 | 0,500| 0,391 | 0.391 | 0,826 | 65 
0,274 | 0,312| 0,414 | 0,810 | 0,683 | 0,596 | 0,352 | 0,144 | 66 


Расчеты электронной плотности, плотности неспаренных Элек- 
тронов на С-5 и С-6 и порядка связи С-5—С-6, проведенные для 
ряда замещенных пиримидинов 55. 7, 69, позволяют судить © влия- 
нии заместителей в пиримидинах на реакционную способность С-5 
и С-6 в возбужденном состоянии, и в частности на способность к 
димеризации под действием УФ-облучения, поскольку лото 
неспаренных электронов коррелирует с легкостью фотодимериза 
ции 65,69. Исключение здесь составляет азатимин. ри 
введение в пиримидиновое ядро третьего атома азота меняет 
рактер возбужденного триплетного состояния © ®. 
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Таблица 12.4. Значения электронной плотности на атомах 
пиримидиновых оснований-в основном и первых возбужденных состояниях 


Электронная плотность на атомах 

В 5, 
Основание Е о р о Е 
р БЕН В ВЫ В. ЕВ ре Не. 

т 1 - 
Урацил $о | 1,689| 0,768 | 1,762 | 0,788| 1,219 | 0,859 | 1,463 | 1,456 74 
Е = == = 1,064 | 0,942 | — => 67 
$1 | 1,487 | 0,886 | 1,723| 0,928 | 0,995 | 1,231] 1,394 | 1,356 65 
— — — — 0,795 | .1;038 | —= == 69 
Т: | 1691| 0,806 | 1,747 | 1,005 | 0,979 | 1,145] 1,445 1,182 65 
— - — -— 0,926 | 1,086 — — 67 
Тимин 5 = = — = 1,047 | 0,958| — — 67 
$: | 15| 0,870] 1,739] 0,959 0.972 | 1,231| 1.368 1,409 | 1,021] 65 
— — == == 0,838 | 1,051] — — 69 
Т, | 1693 | 0,805 1,748 | 1,016 | 0,954 | 1,153| 1,447 | 1,195| 1,041 65 
— _ == — 0,928 | 1,085] — — 67 
Цитозин | $0 | 1,639 | 0,796 1,438 | 0,828 | 1,169 | 0,835 | 1,492 1,803 74 
— — = — 1,090 | 0,9011 — = 67 
$: | 1604| 0,799 | 1,299 1,149 | 1,079 | 1,190| 1,066 | 1,814 65 
| — — _ 0,964 | 1,136| — — 69 
Т, | 17211 0,993 1,130 | 1,120| 1,103 | 1,003 1,141 | 1,789 65 
— — — = 0,924 | 1,1021 — — 67 


Таблица 12.5. Спиновая плотность на атомах пиримидиновых оснований 
т 
в первом возбужденном триплетном состоянии = 


Спиновая плотность на атомах* 


Основание 


С-6 озокао-о | 4-экзо-Х 5-экзо-С 


№ | С-2 №-3 | с4 С-5 


Урацил | 0,147 | 0,005 | 0,074 | 0,295 0,412 | 0,496| 0,012 0,556 
(0,822) | (0,875) 


Тимин 0,145 | 0,004 0,078| 0,298 | 0,379 0,497 | 0,010 
(0,723) | (0,871) 


Цитозин | 0,147 | 0,299| 0,383 | 0,389 | 0,044 0,097 | 0,605 0,135 
(0,664) | (0,842) 


0,554 0,004 


С 67 
* В скобках приведены значения плотности неспаренных электронов 87. 


По относительной способности к образованию фотодимеров при 


УФ-облучении замещенные пиримидины могут быть разделены на 
несколько групп (на четыре, табл. 12.6). Легкость фотодимериза- 
ции уменьшается в следующем порядке: соединения 1-й группы > 
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> соединения 2-й группы >> соединения 3-й группы (в поря о 
положения в табл. 12.6); соединения 4-й группы не димеризуее 
при облучении 55. 


Таблица 12.6. Спиновая плотность на атомах С-5 и С-6 
замещенных пиримидинов 


Спиновая плотность на атомах* ы Тлотность 
еспаренных 
Основание электронов нь 
С-5 С-6 связи С-5—С-6*» 


Е И Е АИ И 0,723 0,871 1,21 
к оо с а 0,822 0,875 1,95 
6-Метилурацил ...’` ел 0,820 0,802 1,21 
Оротовая кислота. .` ой 0,787 0,811 1,12 
Изоцитозин .... Ее. 0,169 0,722 1,16 
5-Аминоурацил . ‚`` ре 0,616 0,864 1,05 
5-Метилцитозин . ть 0,561 0,837 0,88 
Цитозин..., ВЫ 0,664 0,842 0,86 
2-Тиотимин .. ЕЕ 0,254 0,768 0,71 
5-Нитроурацил .‘ ВЕ 0,000 0,019 = 
6-Азатимин Ея 0,735 0,778 114 


* По данным 69. 
** По данным 64. 
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Из данных квантовохимиче 
неспаренных электронов на 
в ряду 


ских расчетов следует, что плотность 
атомах молекулы аденина | падает 


С-8 > №-3 > №7 №1 


а для гуанина П в ряду 


М-1 > №:3 > С-8 > №7 


И При этом В аденине спиновая плотность на атомах имидазольного 
15 ядра и на №-3 значительно выше, чем в гуанине. Имеющиеся дан- 
1 ные недостаточны для сравнения реакционной способности пуринов 
18 в основном и возбужденном состояниях. 
6 
55 
[И У. ФОТОХИМИЧЕСКИЕ ПРЕВРАЩЕНИЯ 
0% НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ И ИХ КОМПОНЕНТОГ 
} 
и 1. Фотореакции пиримидиновых производных 
о Урацил и его производные 
| я 
| В настоящее время для урацила и его производных известно 
два основных типа фотохимических реакций: присоединение по 
асчетов сви двойной связи С-5—С-6 и димеризация. 
и состояний УФ-Излучение индуцирует присоединение к урацилу и его про- 
‚ значитель” | изводным воды 75:76, спиртов № 77.78, синильной кислоты 79. Это со- 
обкость ПИ" гласуется с результатами квантовохимических расчетов, из кото- 
НИЯ | рых следует, что при возбуждении урацила УФ-облучением повы- 


стоя аи с 
> шается реакционная способность двойной связи С-5—С-6, причем 


электронная плотность на атоме С-6 слегка увеличивается, а на 

С-5 уменьшается (см. стр. 629). Отсюда становится понятным тот 

Г | факт, что урацил, двойная связь которого в основном состоянии 

ей | способна к присоединению лишь сильных нуклеофильных. агентов 
х 2 веде (см. стр. 342), в возбужденном состоянии реагирует даже с такими 
р пр слабыми нуклеофилами, как вода. я 
Возбуждение облегчает также поляризацию двойной связи 
С-5—С-6 под действием электронодонорных или электроноакцеп- 
торных заместителей; в возбужденном урациле эта связь до неко- 
фатической двойной связью, сопря- 


торой степени сравнима с алид о ма 
женной с электроноакцепторной группой (например, как в <, В-не- 


Г насыщенных кетонах) 5. : т 
ив Фотогидратация. Наиболее изученной фотореакцией урацила 
является гидратация. При облучении водного раствора урацила Ш 


(В =В’-=Н) происходит присоединение воды и образуется 


л. в ФОТОХИМИЯ НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ И Их КОМПОНЕНТ 
гл. 12. 


81-86 
м методов было доказано ^`”, он) Фотогидрат яв. 


о тидроурацилом [У (В = = Н): 


ляется 6-окси-5,6- 


о $ 
] 
‚ : В’ 
Ра" НОУ) > у 
| 

м №0 но“ “у ”\№ 

| 

В К 

ш У 


Аналогично реагируют с водой производные урацила 2, в част- 
ности 1-метилурацил Ш (К = СНз, В’=Н) *', 1,3-диметилурацил 
Ш (В =Е” = СН.) &, уридин ИГ (В — остаток рибозы, Е’ =Н) 
и уридиловые кислоты ПТ (В — остаток рибозофосфата, В’ = Н)®. 

Для ряда гликозидных производных урацила (уридина 83, дез- 
оксиуридина 3! и уридин-5’-фосфата 5) показано образование по 
крайней мере двух диастереоизомерных фотогидратов, которые в 
случае дезоксиуридина были выделены в соотношении 7:3 и оха. 
рактеризованы 313. 

Свойства фотогидратов. Фотогидраты производных урацила не 
обладают поглощением в области 260 мик (рис. 12.4), что объ- 
ясняется насыщением двойной связи С-Б5—С-6. Анион фотогидрата 
урацила по 4-оксигруппе, крайне нестойкий в щелочной среде, 


имеет максимум поглощения в области 240 ммк за счет сопря- 
жения 9%; 


Фотогидраты производных урацила относительно стабильны в 
нейтральных растворах при комнатной температуре. При подкисле- 
нии, подщелачивании или нагревании происходит отщепление эле- 
ментов воды с образованием исходного урацила или соответствую- 
щего его производного 77 (рис. 2215 

Диастереоизомерные фотогидраты обладают различной устой- 
чивостью и в кислой, и в щелочной среде. Так, в | н. соляной кис- 
лоте ЗИ один из изомеров фотогидрата дезоксиуридина (получаю- 
щийся при данных условиях в меньших количествах) непосред- 
ственно не дегидратируется, а лишь изомеризуется в другой изомер. 

оследний легко отщепляет воду, превращаясь в исходный дез- 
оксиуридин с константой скорости 7,8 : 10-4 сек-! Напротив, в ще- 
лочной среде первый изомер лабильнее второго. Дегидратация двух 
изомеров в этом случае протекает по разным механизмам 3!3. Изо- 
мер П отщепляет молекулу воды, образуя непосредственно исход- 
ный дезоксиуридин. Превращение изомера [ в дезоксиуридин про- 
текает через промежуточный продукт, по-видимому, с расщепле- 
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63 
нием и последующим з ‹ т 7 
же. 56). ующим замыканием связи М№М-|—С.6 313 (ср. так- аа 


#: Скоро егидрат 
а. и фотогидратов уридиловых кислот при Е 
елочной среде зависит от п 
: г оложения и 
а а Ы понижаясь в ряду Ота > 0 (2) р>р0> И == 
р молекулярных моделей приводит к предположению *°, 


10 


дитическая плотность 
к] 
Сл 


ее торе. 2 
220 260 280 Л, ммк 


240 


Рис. 12.4. УФ-спектры поглощения Рис. 12.5. Регенерация производных ура- 

уридина (кривая 1) и фотогидрата цила из соответствующих фотогидратов. 

уУридина (кривая 2) в нейтральной Зависимость константы скорости регене- 

среде и аниона фотогидрата уридила рации урацила (пунктирная кривая) и 

при РН 12 (кривая 3) 3%. Лао тала (сплошная кривая) 
от РН”. 


что фосфатные группы в положениях 2’ или 5’ должны сильнее 
, 
взаимодействовать с урацильным ядром, чем в положении 3, одна- 


увы? ко строгих экспериментальных подтверждений этого эффекта 
джо пока нет. 
ние ой Механизм реакции. Ряд фактов, и в частности отсутствие влия- 
сту” ния кислорода на скорость образования фотогидрата °”, позволили 
| предположить, что в реакцию фотогидратации вступает урацил, 
о находящийся в первом возбужденном синглетном состоянии ‚ 91—93. 
$ Квантовый выход? и величина константы скорости образо- 
Я вания фотогидрата урацила? возрастают с уменьшением РН 
оне (рис. 12.6 и 127). 
и При изучении зависимости скорости образования фотогидрата 
и урацила от РН обнаружен специфический иННОННЫЙ эффект, со- 
Я р гласующийся с гипотезой ионного фотопроцесса ®. На этом осно- 
и вании был предложен механизм фотогидратации, включающий в 
р, качестве первой стадии протонирование урацила, находящегося в 
ии первом синглетном возбужденном состоянии, с последующим при- 
и соединением воды? Место присоединения протона строго не 
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установлено. Быстрый обмен водорода при С-5 при проведения 
реакции в О›О * позволил предположить следующий механизм фо- 
тогидратации 83: 


[@) О Е т [9 = 0 
— С 2 г. 
хе к 
С = > О 
м № о “ ^\о ро/^м“\о 
| | | 
Н ем р | Н Н 


Указанный механизм возможен, по-видимому, и для 1-метил- 


урацила, который обнаруживает аналогичную урацилу зависи- 
мость скорости реакции от рН. 


8 
5 


$ 
- 
#402 мин 


Квантовый выгод $102 моль/Е 
> 
ЕЯ 


9 я 7 и 2 ар 
рн рн 
® 
Рис. 12.6. УФ-Облучение (265 ммк) Рис. 12.7. Гидратация производных 
урацила в атмосфере азота. Зависи- урацила при УФ-облучении. Зависи- 
мость квантовых выходов фотогидра- мость константы скорости реакции от 
тации ф! и интеркомбинационной кон- РН ?; 
версии Фикк ОТ РН 93 1 -— фотогидратация урацила; 2-— 1-этокси- 
урацила; 8— 1-циклогексилурацила; 4— ури- 
ди . 


Однако для уридина и 1,3-диметилурацила механизм фотогид- 
ратации, по-видимому, иной, поскольку в случае уридина констан- 
та скорости реакции слабо зависит от рН 3? (см. рис. 12.7), а кон- 
станта скорости фотогидратации 1,3-диметилурацила не зависит от 
РН и на порядок превышает соответствующую константу для ура- 


* Следует отметить, что скорость’ гидратации урацильных ядер К в Н.О 
больше, чем в 050; изотопный эффект, по данным 352, составляет 2,2. 
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цила. Кроме того, в случае ГИД 2 
специфический анионный Я в. 
‚Присоединение НСМ. При УФ-облучении урацила ил 
неитральных водных растворах синильной к ы. ыы (6 05 М) 
. р ль кислоты (0,01—0,05 М) 
ОЕНИЕ при 260 ммк падает значительно быстрее, чем при 
облучении в воде. Состав и структура продуктов реакции не т 
новлены, однако показано, что они содержат урацильное ядро с 
насыщенной связью С-5—С-6 и цианогруппу 79. Эти данные НО. 
ляют считать, что под действием УФ-облучения НСМ ‘подобно воде 
присоединяется по двойной связи С-5—С-6 урацильного ядра 7, 
По данным 3, начальные стадии фотореакции урацила с НСМ 
при рН 7 могут быть выражены схемой : ы 


о о О 
| | 
ых 
= Хн 
= 
и ме Мое не” ео 
| 
ы Н Н 


Расчеты, основанные на изменениях спектров урацила в процес- 
се реакции, показали, что скорость реакции урацила с НСМ на три 
порядка превышает скорость фотогидратации; это согласуется с 
большей нуклеофильной активностью НСМ по сравнению `с водой 7. 

Присоединение спиртов. Имеется ряд данных, свидетельствую- 
щих о том, что при облучении урацила и 1,3-диметилурацила в 
спиртах последние, подобно воде, обратимо присоединяются по 
двойной связи С-5—С-6 77, 97, 98, Более подробно реакция присоеди- 
нения спиртов исследована на примере взаимодействия 5-фтор-1,3- 
диметилурацила \У с метанолом при УФ-облучении 02210 мик) — 
При этом образуется 5-фтор-6-метокси-1,3-диметил-5,6-дигидроу ра- 
цил \1. 


| и | 
Е Р-НЕ \ ен, 
е снзон Е | № ых } 
<=ензон их 
; СН . \ 
`м” №0 сн:о7 \о сни ‘м 0 
СН; СН СН 
У У УП 


щелочной среде регенерирует исход- 


Соединение УТ в кислой и ) 
я более коротковолновым УФ-излуче- 


ный продукт, а при облучении 
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нием (254 мик), подобно У фо В диметилурацаиа 
отщепляет элементы НЕ, давая 6-ме , тилурацил Ут 
Для урацила и его производных известно, кроме перечисленных 
несколько реакций фотоиндуцированного присоединения По двой. 
ной связи С-5—С-6, не относящихся, по-видимому, к типу нуклео. 
ТХ. 
ее При облучении (253,7 ммк) Водного рас. 
твора уридина в присутствии боргидрида натрия образуется 5,6-ди- 
гидроуридин %, 100. Для уменьшения побочной реакции — гидрата. 
ции уридина — фотовосстановление проводят при повышенной тем. 
пературе (50°С). Оптимальным для реакции является рН среды 
9,5—10. Механизм фотовосстановления уридина детально не иссле- 
довался. В случае тимидина показано, что при фотовосстановлении 
водород из натрийборгидрида (в виде Н- или атомарного водоро- 
да) присоединяется к атому С-5, ак С-6 присоединяется водород 
из растворителя '0°. Однако не исключено, что для уридина меха- 
низм фотовосстановления иной, поскольку реакция может идти че- 
рез разные возбужденные состояния. 
При длительном воздействии МаВН. (при облучении или в тем- 
ноте) происходит вторичная реакция — восстановительное расщеп- 
ление связи М-3—С-4 в молекуле дигидроуридина с образованием 
рибозильного производного У-оксипропилмочевины. Фотогидрат 


уридина в результате темновой реакции с МаВН. образует Р-рибо- 
зилмочевину 34, 


} | | т 
мн «но ( = Ее (= ее ( ун, 
> 
но“ `у Ао м7 \о № АХ мб \ 
В В в В 


В — остаток рибозы 


В определенных условиях фотовосстановление является доста- 
точно специфической реакцией и, по-видимому, может быть при- 
менено для специфической модификации звеньев уридина в составе 
РНК 1'0. Однако следует учесть образование при облучении РНК 
других первичных фотопродуктов и то, что фотогидрат цитидина 
также вступает в темновую реакцию с МаВН, =. В условиях фото- 
восстановления урацила или его 1-М-замещенных 3-№-метилирован- 
ные производные урацила практически устойчивы. При более дли- 
тельном облучении в присутствии натрийборгидрида 1,3-диметил- 
урацил восстаналивается до 1,3-диметил-5,6-дигидроурацила, НЫЙ 
рый в результате темновой реакции с МаВН. дает у-замещенны 


ое расщет | 


азованием | 
тогда 


т 0-рибо- 
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пропанол УШ и продукт 315 имоюнтия 
7 меюц 
масс-спектров, строение 1Х. ' ции, по данным ЯМР-, ИК- и 


| о 
| 
(и Же: 
| | т | | —> 
— м № 
СН; СН; 
Е (и 
СН.ОН Е 
ох гб” хи 
нмСн, а Г`м № 
и Е а 
м “о ок” СН 
| | 
СНз СН 
УПТ 1х 


Фотодимер урацила нециклобутанового типа (см. стр. 639), 
возможно, имеет структуру, сходную с [Х. 

Присоединение цистеина и других аминокислот. При облучении 
(253,7 ммк) водного раствора урацила в присутствии избытка 
гидрохлорида цистеина 25% урацила превращается в 5-$-цистеин- 
ил-5,6-дигидроурацил Х'0! (строение доказано с помощью ЯМР- 
спектроскопии). 


о 
ноосснсн,3 А 
| мн 
м, || 
ат 
| 
Н 


Продукт присоединения Х устойчив к нагреванию (100°С, 
15 мин) и к действию кислот (6 н. соляная И но расщеп- 
ляется при обработке 0,1 н. раствором МаОН. %5-Цистеин вклю- 
чается при облучении в поли-О и РНК, в меньшей степени — в 
поли-С, поли-АТ и ДНК. Включение резко уменьшается ь случае 
двухспиральных  полинуклеотилдов. Урацил Га = и 
(253,7 ммк) способен также связываться с глицин и, ы | м, фе 
нилаланином, тирозином, триптофаном, цистином, метионином, ги- 
стидином, аргинином и лизином. Наибольший о я 
обнаружен для цистеина, тирозина и фенилаланина 316. Характер 
связи (за исключением цистеина) не установлен- 
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Предполагается, что реакции такого типа модели 
ные пути образования Е между белками и поли 
в нуклеопротеидах '02, 316—318, 

Фотодимеризация. Наряду с присоединением воды Уф- 
ние урацила приводит к реакции иного типа — присоединен 
рой молекулы пиримидина с образованием димера 103, 104 


руют ВОЗМОЖ. 
НУклеотидами 


облуче- 
ИЮ ВТО- 


, который, 
й как было показано позднее, имеет ци клобутановую структуру 
. | ХГ >, 105. о о о о : 
с. 
т 
нк НИ = АН 

| +] = ГЕ 

ой М №\ и \о 0” `м ых М ы \о 

. | | | 
е о: Н Н 


Хх! 


Аналогичные димеры образуют при облучении уридин 0. 106, 


уридиловые кислоты 197, динуклеозидмонофосфаты уридина 12, 108 и 
уридин в составе поли-0 199, 110 и РНК 19. При облучении заморо- 
женных растворов урацила и его производных $, 163, 104, 1 фотоди- 
меризация является основной реакцией. 

Структура фотодимеров. Фотодимер урацила ХГ может иметь 
одну из четырех стереоизомерных структур Х[Га—Х т 16. 


ДИН, в 
ИНа 12. 0 й 
И Заморь 
И фото 


кет иметь 
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При облучении замороженных растворов урацила 8. 1 обра- 
в о иер--<0 структурой Ха; аналогичные данные Е 
и для уридина 1%. Есть указания на то, что при продолжительном 
стоянии оттаявшего водного раствора димера урацила он ИО 
рой изомеры, Облучение урацила в водном рас- 


творе приводит к образованию нескольких изомерных димеров %5, 
один из кОтоВЫХ идентичен димеру, полученному из замороженного 
раствора *°. Фотодимеризация (обл 


учение при 265 ммк) урациль- 
ных ядер в динуклеозидмонофосфате РО приводит к образова- 
нию * трех изомеров Орот, ОрО? и роз в соотношении 6:2: 112. 
По-видимому, ОрО! имеет структуру 
4(ОРО) выделено два изомера, аналогичных по свойствам ПРО! и 


УрО», в соотношении 5: 1 108, Большинство 
образующихся при облучении поли-0, облад 


типа Х!а. При облучении 


димерных фрагментов, 
ают характеристиками 


Ор! т. е., вероятно, соответствуют структуре типа Ха. Структуры 
— 


Е 
ПРО? и УрО не идентифицированы. 

При облучении урацила в замороженном водном растворе кроме 
циклобутанового димера ХГа был выделен фотопродукт, не обла- 
дающий циклобутановой структурой, которому на основании ЯМР-, 
УФ- и ИК-спектров была приписана структура 


а также фотопродукт, являющийся, по-видимому, тримером ура- 

цила 319, Е 5 6 
Свойства фотодимеров. Насыщение двойной ты и 

Образовании фотодимера приводит, как и в слу фото о, 

к исчезновению максимума поглощения в облас ь 29 Я 

фотодимера обнаруживает максимум пор р } 

235 ммк (рис. 12.8), что вызвано образованием хрол р 


— 
* Здесь и далее горизонтальная си 
ны 
димера: например, ЧрЫ — фотодимер, 
молекулы уридилил- (3/—5') -уридина, ия 
значают фотодимеры с различными (вд 


‹обка над символами — обозначение фото- 

К д 

образуемый урацильными ядрами одной 

Цифровые индексы вверху справа обо- 
ом случае изомерными) структурами. 


1 
ы 


музея 
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В отличие от фотогидрата фотодимер урацила стабилен в кис. 
пой среде, относительно стабилен в разбавленной щелочи при ком. 
натной температуре и быстро деградирует при повышенной темпе. 


Е 
ратуре. Фотодимер уридилил-(3”—5’)-уридина ПРО при рн 93 
претерпевает обратимое расщепление одного из урацильных ядер 
по-видимому, по связи №-3—С-4 12. Фотодимеры уридиловых кислот 
при обработке 1 н. раствором 
МаОН при 37°С '°7деградиру- 
ют за 18 4 на 30—404%. 
Важнейшим свойством фо- 
тодимеров является  фотола- 
бильность. Облучение водных 
растворов фотодимеров приво- 
дит к их расщеплению и обра- 
зованию исходного  мономе- 
\ ра 76, 103, 104 19. — Фотодимериза- 
0 “а ЦИЯ в растворе является, та- 
: ким образом, обратимой реак- 
ры ее Свантры ия т цией. Равновесие между обра- 
НЗ (криза 2, КО ря. т А Про к фо 
лученного облучением  фотодимера ДИМеров, которое устанавлива- 
(2537А), при РН 13 (кривая 3) 103. ется при длительном облуче- 
нии соединений, зависит от 
длины волны применяемого света и сдвигается в сторону мономе- 
ров при ее уменьшении 76, 103, 104, 109. 


Механизм фотодимеризации. Присутствие кислорода в водном 
растворе при фотодимеризации урацила, а также ряда его заме- 
щенных (уридина, уридиловых кислот) снижает выход соответ- 
ствующего димера °°, '13—15. Аналогичный эффект наблюдается при 
фотодимеризации урацила в ацетонитриле в присутствии изопре- 
на 45. Кислород и изопрен являются, как известно, тушителями три- 
плетного состояния, и поэтому приведенные факты являются дово- 
дом в пользу того, что фотодимеризация протекает через нижнее 
возбужденное триплетное состояние 3. Это же подтверждается и 
данными, полученными с помощью импульсного фотолиза водных 
растворов урацила 3!?. Другим, правда косвенным, доводом в поль- 
зу этого положения является проведение фотодимеризации ура- 
цила с помощью фотосенсибилизации '!6 (известно, что при фото- 
сенсибилизации возбуждается триплетное состояние). 

При обычной фотореакции заселение триплетного возбужден- 
ного состояния достигается за счет интеркомбинационной конвер- 
сии. Исходя из предположения, что фотодимеризация урацила в 
водном растворе идет через триплетное состояние, по выходу фото- 
димера был определен квантовый выход интеркомбинационной 
конверсии фикк и время жизни возбужденного триплетного состоя- 


#107 


220 


нии 
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ния, оказавшееся равным при мерно [0 $ сек 93 
тически не зависит от рН и увеличив 


волны, т. е. с ростом энергии 


.; Величина фикк прак- 
ается с уменынением длины 


облучения (рис. 19.9). П й 
Е 5 . 12.9). Последний 
факт может быть объяснен, если предположить, что интеркомбина- 


ционная конверсия происходит с высших колебательных уровней 
возбужденного синглетного состояния урацила °3. : ыы. 

Как уже указывалось”выше, характер возбужденного состоя- 
ния, через которое протекает фотореакция полинуклеотидов может 
быть различным в зависимости от 
целого ряда факторов, влияющих 
на электронное распределение: влия- А 4200 У, сн" 
ния заместителей, степени полимер- 
ности полинуклеотида, наличия и 


характера высших структур и т. д. 1 
/ 
Анализ кинетических данных пока- ® 
зывает, что фотодимеры ОрО? их 425 
= 8 
Ор03 образуются, по-видимому, 3 100 
только через триплетное состояние, з : 
= 
а ОрО! и димерные фрагменты в 34% 
поли-О — и через триплетное, и че- 5 
рез синглетное состояния 3. Диме- $ 89 


ризация оротовой кислоты протека- 
ет, по-видимому, через триплетное 
состояние 113, 115, 117, 118, 320. 

На димеризацию  1,3-диметил- 
Урацила присутствие кислорода не 
оказывает влияния‘, однако более рис 129, Уф-Облучение урацила 
подробных сведений о характере в водном растворе. Зависимость 
возбужденного состояния в ЭТОМ квантовых выходов гидратации Фи: 
случае нет. И А ее КВН 

Соотношение процессов фотогид- сии Фикк ОТ энергии облучения **. 
ратации и фотодимеризации. Из 
сказанного выше вытекает, что под действием УФ-облучения ура- 
цил и его производные в водных растворах могут реагировать по 
двум направлениям: с образованием фотогидрата и фотодимера. 
Относительный выход обоих продуктов фотолиза зависит от усло- 
вий облучения (агрегатное состояние соединения, к концентра- 
ция, температура, длина волны и величина дозы о Чен) и от 
структуры исходного производного урацила, т. е. от наличия заме- 


стителей в урацильном ядре. 7 
В замороженных растворах при низких дозах облучения основ- 


ными продуктами реакции являются фотодимеры "4. о 
образования димеров в замороженных‘ растворах позволяет пред- 
положить существование в этих условиях агрегатов молекул пири- 
мидиновых производных с определенной орнентацией оснований 


® 
< 


270 250 290 — Л,ммк 


4] Зак. 614 


1 


ЕЕ 


иены 


а 
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относительно друг друга, облегчающей фотодимеризацию ы 
Рен дос облучени» 
5,4. 10* эрг/мм? образует почти исключительно Ффотодимер: вел 
чение дозы до 8,6. 10° эрг/мм? приводит к преимущественному 5. 
разованию фотогидрата 194. й 
При облучении разбавленных водных 
(10 М) основным продуктом фотолиза Являет 
дин и уридиловая кислота образуют практиче 
рат, оротовая кислота — только фотодимер. Ув 
ции соединения, применение более длиннов 
(270—280 ммк) и удаление из раствора кисл 
ход фотодимера. Увеличение длины волны н 
ходе фотогидрата, поскольку квантовый вых 


висит от 1, (см. рис. 12.9), однако увеличива 
так как при этом 


компоненты. 


растворов Урацила 
ся Фотогидрат. Ури. 
ски только Фотогид. 


. 12.7. В присутствии кислор 
сительный выход фотогидрата (см. также ЭВ) 


Таблица 12.7. Фотогидратация и фотодимеризация производных урацила 
при РН 4,4 1 


Степень потери поглощения в области А тах Соединения определяет суммарный выход его 
фотогидрата и фотодимера, степень воз: 


врата поглощения в области ^ тах после повторного 
облучения при 235 мик -— выход фотодимера 


Степень возврата по- 
Степень потери по- глощения в области 
глощения в области ^ тах после повтор- 


‚ % ого облучения при 

Соединение 5 а в Е 235 а % 
икс 

в присут- в присут- 

в азоте ствии в азоте ствии 

кислорода кислорода 
Е И 20 69 64 29 2 
И о: г: И 54 48 2 0 
Уридин-5'-фосфат '' 6 95 95 2 0 
Уридин-2 (3/)-фоефат.‘' 2 64 61 2 0 
езоксиуридин-5’-фосфат р 60 58 3 1 
Оротовая кислота’. > 10 54 16 39 5 
1,3-Диметилурацил {'''° 12 92 92 2 1,5 
Уридилил-(3—>5')-уридин 1 50 50 9,5 7,5 


Фотолиз олиго- и полинуклеотидов. Как указывалось выше, 


ие и соответствующая ориентация относитель- 
мидиновых оснований в составе олиго- И Поли- 
ают образование фотодимеров. В то время как 
а в разбавленных водных растворах дает прак- 


но друг друга пири 
нуклеотидов облегч 
Уридиловая кислот 


Повышается с 


одных урацнла 


т суммарный выходе 
|1 пах ‘после повтозея 


ата в 
Степень он 


Г. 
глощени, ‚де пов 


МХ стуцений 
Но, * 


- 8 рису" 
ий, 
5130 писаря 


<>х>х>х> 

Е *> 
И 
ах 
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тически только фотогидрат, облучение водных растворов динуклео- 
тидов или динуклеозидмонофосфатов приводит к образованию как 
фотогидратов, так и фотодимеров 12, 168, 

Выход фотодимеров в случае олиго- и полинуклеотидов в не- 
сколько десятков раз ниже, чем в замороженных растворах моно- 
мерных компонентов, но значительно выше, чем в водных раство- 
рах мономеров. 

Квантовый выход фотодимеров 
и фотогидратов олигомеров зависит 9 
от длины волны облучения, как это 
видно из рис. 12.10. При поглоще- 
нии фотона при 275 ммк вероят- 
ность образования фотогидрата в 
2 раза больше, чем фотодимера 


ры 
&(0рО)!, а при 240 ммк вероят- 
ность образования фотогидрата в 
2 раза меньше, чем этого фотоди- 
мера. При данной длине волны ко- 
личество образующихся фотопро- 
дуктов зависит от дозы облучения. 
Вследствие фотолабильности фото- Рис. 12.10. УФ-Облучение 4 (ПРО). 
димеров их количество при доста- г О и. ВЫХОДЯ 
точно высоких дозах облучения ее т - а ох 
уменьшается. При высоких дозах 1. — 
облучения фотогидраты являются 1-я вЫ АА: 
преобладающими продуктами при 8—а (УрО). 

всех длинах волн. 

Присоединение воды по двойной связи С-5—С-6 урацильного 
ядра или димеризация урацильных звеньев влияют на способность 
соседней (3’—5/”)-фосфодиэфирной связи расщепляться под дей- 
ствием нуклеаз. В фотогидратах, получаемых из ОРО, расщепле- 
ние идет с меньшей скоростью, чем в исходном соединении, а в 


= 
фотодимерах Ор фосфодиэфирная связь под действием ну- 
клеаз 113 вовсе не расщепляется. 5 
Специфический гидролиз панкреатической рибонуклеазой был 
использован при изучении фотолиза полиуридиловой кислоты 7, 119. 
При облучении полимера часть урацильных звеньев, входящих в 
его состав, димеризуется и гидратируется. Расщепление панкреати- 
ческой РНК-азой полученного полинуклеотида идет по схеме 


квантовый выгод $-102 


220 240 200 280 Л‚ммк 


но 1 Но Н:0 —ч Но 
с РОО ОРОр РРОРУРОР ОР ОРОРОР,УР ыы ыы 


Общие скорости образования димерных фрагментов и фото- 
гидратных звеньев в поли-О близки к соответствующим величинам 


41* 


} 
т 
Е 
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ОрО. Скорость образования последовательностей ро Ор 
а чем общая скорость образования димерных фраг 
= при малых и относительное количество О. 

ния 2 

следовательностей ЧрОрУр невелико. Это свидетельствует о том, 
что в цепи поли-О легче всего димеризуются урацильные ядра, на. 
ходящиеся рядом с уже образовавшимися димерными фрагмента. 
ми. Гидратация урацильного ядра также облегчает димеризацию 
соседних звеньев. Относительно легкости гидратации ядра, сосед. 
него с гидратированным, в настоящее время сведений нет. Воз- 
можно, что механизм фотолиза полиуридиловой кислоты включает 
передачу энергии вдоль полинуклеотидной цепи. 

Таким образом, в полиуридиловой кислоте, подвергнутой 
УФ-облучению, фотопродукты распределены не статистически, а 
сосредоточены в виде групп. 

Наличие двухцепочечной вторичной структуры существенно 
влияет на ход фотолиза, причем в разной степени на образование 
фотогидратов и фотодимеров. Скорость образования гидратных 
звеньев в комплексе (поли-А). (поли-0) в 10 раз меньше, а ди- 
мерных фрагментов в 5 раз меньше, чем в поли-0. Относительное 


— но 
содержание последовательностей ОРЧрОр превышает величину, 
рассчитанную исходя из предположения, что положение последую- 
щих модификаций в цепи не зависит от положения предыдущих. 
По-видимому, фотогидратные звенья возникают в полимерной цепи 
гораздо скорее рядом с уже образовавшимися димерными фраг- 
ментами, чем с интактными урацильными ядрами 7, 120, 121, На осно- 


5-Галоидурацилы 


Нуклеиновые кислоты, содержащие остатки 5-галоидурацилов, 
гораздо более чувствительны к УФ-облучению, чем обычные поли- 
нуклеотиды 122-15, Это объясняется существенными различиями в 
фотохимическом поведении урацила и его галоидпроизводных 
вследствие значительного изменения электронной структуры УРа- 
цильного ядра при введении сильного электроотрицательного 
талоидного заместителя 125. Следует отметить сложность и относи- 
тельно меньшую изученность фотохимии галоидироизводных УРа- 
цила. В настоящее время можно привести лишь основные законо- 
мерности их фотохимического поведения, 
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5-Галоидурацилы не образуют фотогидратов (за исключением 
фторурацила) и димеров циклобутанового типа. Основные процес- 
сы, протекающие при их облучении, имеют радикальный характер. 

5-Фторурацил ХИ (К =ЕК’=Н), 5-фтор-1,3-диметилурацил ХИ 
(В=КВ’=СНз) и 5-фторуридин ХИ (В-остаток рибозы, В=Н), по- 
добно урацилу, при облучении в нейтральной среде присоединяют 
воду, давая соответствующий фотогидрат ХИ]. Однако эта реак- 
ция в отличие от урацила протекает только при длинноволновом 
УФ-облучении (^>> 270 ммк). Под действием коротковолнового 
(, < 270 ммк) излучения фотогидраты производных фторурацила 


отщепляют НЕ, образуя производные барбитуровой кислоты ХТУ. 
Дальнейшее облучение приводит к неидентифицированным соеди- 
нениям. 
о [@ 
| — 
Е Е. 
х В’ х 7 
т. Н20_ > -. вех 
м” №0 но \м” №0 
| 
В В 
ХИ хш 
} 
ИК 
—> | а ==> Продукты неизвестного строения 
но/ № "№0 
1 
НО жУ 
ри те При фотолизе водных нейтральных или кислых растворов 
не | 5-бромурацила ХУ (В =В’=Н) и 5-бром-1,3-диметилурацила ХУ 


(В = Е” = СНз) одним из основных первичных фотопроцессов яв- 
ляется отщепление брома и образование радикала ХУ 


но, что этот процесс про- 
области ниже 240 ммк 


Методом импульсного фотолиза показа 
текает при поглощении УФ-излучения в 
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бразование радикала типа ХУГ подтверждается тем, что среди 
ра нных при облучении водного раствора 5-6 
продуктов, полученны? и ащил ХУ ВЫ ром. 
урацила, был обнаружен 9,5’-диурац > Е =Н), об ы 
зование которого легко представить рекомбинацией радикалов ХУ, 
Основным продуктом фотолиза 5-бромурацила в воде является 
урацил 127, образующийся, по-видимому, в результате взаимодей. 
ствия радикала ХУГ с донором водорода, однако 5-оксиурацила 
обнаружено не было, так что, вероятно, ХУТ не реагирует с во. 
дой 127. Кроме того, обнаружен ряд продуктов расщепления ура- 
цильного ядра. 

Аналогично протекает фотолиз водного раствора 5-бром-1,3-ди- 
метилурацила ХУ (В = В’ = СН:3). 


Г } м 
| 
ноос ь Е 
4 В’ К 
Ут - со (У ее \ у м 
\ 25 к ет. = у и С А 
в в В в 
ХУ ХУП 
о т ь 
> | ь я 
ны к 78 > ть 5 р 
ых № м Ао он о 
] | 
В В В В 


Методом импульсного 
нии щелочных растворов 
рыв электрона от ани 


фотолиза показано, что при УФ-облуче- 
5-бромурацила (рН 10,5) происходит от- 
она 2-оксисоединения и образование радика- 


ла ХУПГ 131: 
) 
в Вг 
| г +=: ] 
т 
Н Н 


ХУ! 


Происходит ли в данном случае отщепление брома и образова- 
ние радикала типа ХУ1, строго не показано. 
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Звенья 5-бромурацила в составе ДНК подвергаются фотолизу 
при 254 ммк значительно быстрее, чем сам 5-бромурацил в водном 
или замороженном растворе '3?. Возможно, это объясняется пере- 
носом энергии, поскольку энергия триплетного возбуждения 5-бром- 
урацила '33 ниже, чем для других оснований. 

Предварительные данные, полученные с помощью метода им- 
пульсного фотолиза для 5-иодурацила, свидетельствуют о том, что 
одним из первичных процессов фотолиза водного раствора этого 
соединения является, как и в случае 5-бромпроизводного, отщепле- 
ние иода с образованием радикала типа ХУ] !3'. Одним из продуктов, 
полученных при УФ-облучении водного раствора 5-иодурацила, 
является урацил 29; основная масса фотопродуктов не иденти- 
фицирована. Предположение об образовании аллоксановой кис- 
лоты 129 недостаточно обосновано (ср. 127). В присутствии меркап- 
тоэтанола, цистеамина или в 99%-ном этаноле урацил становится 
главным продуктом фотолиза 5-иодурацила 130. При УФ-облучении 
водного раствора 5-иодурацила в присутствии 0,01 М цистеами- 
на образуется фотопродукт, который предварительно был иден- 
тифицирован как тиоэфир 5- (урацилил-5) -цистеамин '3° (ср. 

стр. 637). 

Облучение 5-иодурацила в области перехода Зо—Т! (— 380 ммк) 
в диметилсульфоксиде приводит к выделению свободного иода, что 
свидетельствует о нестабильности 5-иодурацила в триплетном со- 
стоянии 133. 


4-Тиоуридин 


При облучении водного раствора 4-тиоуридина в области ма 
ксимума поглощения (шах = 331 ммк) образуется смесь продук- 
тов, содержащая, в частности 3?!, продукт присоединения воты по 
двойной связи С-5—С-6. То обстоятельство, что 4-тиоуридин погло 
щает в более длинноволновой области по сравнению с обыч и 
нуклеозидами, позволяет избирательно модифициповать 372 `Ъ7 
4-тиоуридина в составе тРНК. При облучении при 335 ммк валч- 
новой ТРНК, в какодилатном буфере (рН 7) звено 4 тиоузилита 
в положении 8 с 5’-конца цепи полинуклеотида изоирательно воз 
буждается и реагирует с пространственно близко расположенным 
звеном цитидина в положении 13; квантовый выход этой реакции 
составляет 5. 10-3 моль/Е. На основании незначительных изменении 
УФ-спектра звена 4-тиоуридина предполагается 322, что фотореах 
ция затрагивает атом М№-3 или атомы С-Б5 и С-6. Такая фотоэеак 
ция приводит к локальному изменению конформации молекулы 
тРНК, при этом тРНК сохраняет способность к аминоацилирова 
нию. При облучении в аналогичных условиях смеси мономерных 
4-тиоуридина и цитидина или гидролизата тРНК указанный про- 
дукт взаимодействия не образуется. 
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При облучении 4-тиоуридина в трет-бутаноле в присутствии воз- 
духа происходит окисление тиогруппы; образующийся продукт 
далее превращается в результате гидролиза в уридин. В отсутствие 
кислорода эта реакция не идет. Облучение тиоуридина в присут. 
ствии кислорода и аммиака приводит к образованию смеси уриди- 
на и цитидина 3?'. Аналогично реагирует 4-тиоуридин в составе 
неструктурированной тРНК при облучении трет-бутанольного рас- 
твора триметилгексадециламмониевой соли ТРНК из Е. со 321. 


Псевдоуридин и его производные 


Поскольку в молекуле псевдоуридина остаток рибозы присоеди- 
нен к атому С-5 пиримидинового кольца, фотохимическое поведе- 
ние псевдоуридина резко отлично от поведения других производ- 
ных уридина. Фотолиз псевдоуридина в водном растворе необратим, 
по-видимому, вследствие частичной деградации пиримидинового 
ядра 323. Характер фотолиза псевдоуридиловых кислот зависит от 
положения фосфатной группы. При облучении псевдоуридин-3“- 
фосфата в продуктах реакции обнаружен неорганический фосфат, 
5-формилурацил и неидентифицированное соединение, не содержа- 
щее фосфора, но сохраняющее, вероятно, пиримидиновое ядро. 
Псевдоуридин, его 2’-фосфат и 2’, 3/-циклофосфат не образуют при 
облучении указанных соединений 324. Облучение тРНК или олиго- 
нуклеотидов, содержащих звенья псевдоуридина, сопровождается 
деградацией полинуклеотидной цепи 32%, 325, 


6-Азаурацил 


6-Азаурацил приблизительно втрое устойчивее урацила к дей- 
ствию УФ-облучения в стандартных условиях воздействия !3*. Од- 
ной из причин такой повышенной устойчивости является, по-види- 
мому, увеличение электроноакцепторных свойств связи С-5—М№-6 
по сравнению со связью С-5—С-6 в урациле 135. 

При облучении (254 ммк) 6-азаурацила в водном растворе был 
выделен с 50ф-ным выходом 5-окси-5,6-дигидро-б-азаурацил !35 136: 
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Реакция протекает, вероятно, через возбужденное триплетное 
состояние 136, 326, 
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тический фоофи, 
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Значительное влияние на скорость фотореакции 6-азаурацила 
оказывают заместители при №-3 136,327. При нагревании фотопро- 
дукта в кислой среде образуется 134 исходный 6-азаурацил с выхо- 
дом 40$. 


Значения рКа замещенных 6-азаурацилов в возбужденном со- 
стоянии заметно ниже, чем в основном. > 


Тимин и его производные 


Подобно урацилу в молекуле тимина, находящейся в возбу- 
жденном состоянии, наиболее реакционноспособным местом яв- 
ляется двойная связь С-5—С-6. Это указывает на принципиальную 
возможность протекания фотохимических реакций, аналогичных 
реакциям урацила. Однако наличие метильной группы при С-5 су- 
щественно влияет на поведение тимина при облучении и на свой- 
ства его фотопродуктов. 

Фотогидратация. В отличие от урацила тимин не образует 
устойчивого фотогидрата. Косвенные данные позволяют предпола- 
гать, что при УФ-облучении водного раствора тимина некоторое 
количество фотогидрата (<5%) все же образуется, однако он 
весьма нестоек и после прекращения облучения регенерирует ис- 
ходный тимин в течение 1—2 мин 137. О способности тимина присо- 
единять воду по двойной связи С-5—С-6 и нестабильности обра- 
зующегося фотогидрата свидетельствуют также данные, получен- 
ные при изучении фотовосстановления тимидина '®° (см. стр. 662). 
Доводом в пользу этого служит, кроме того, образование М,№-ди- 
метил-метилмалондиамида 18 при облучении 1,3-диметилтимина; 
реакция может, вероятно, протекать по схеме '*%, 188: 
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Замена метильной группы при С-5_ на этильную изменяет 
фотохимические свойства” соединения. Так, аналог тимидина — 
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5-этилдезоксиуридин при УФ-облучении (254 ммк) превращается 
в дезоксиуридин путем фотогидратации по связи С-5—С-6 и посль. 
дующей элиминации молекулы этанола: 
) | 
| р | 
С.Н СЬНЬ 
`` м т 
ее 
| Е | = | 
м № но “М №о \\/№о 
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В в В 


К — остаток дезоксирибозы 


При более длинноволновом (265 ммк) облучении раствора 
5-этилдезоксиуридина основной реакцией является фотодимериза- 
ция 328, 

Фотодимеризация. Наиболее характерной для фотохимии тимина 
и его производных является реакция фотодимеризации. В разбав- 
ленных водных растворах (10-“ М) тимин практически устойчив к 
малым дозам облучения светом ближней ультрафиолетовой обла- 
сти (220—300 ммк). Квантовый выход 163, 189 его фотохимического 
изменения (^ 253,7 ммк) не превышает 10-4 В отсутствие кисло- 
рода облучение при 265 ммк разбавленных водных растворов 
(10-* М) тимина, тимидина и тимидин-5’-фосфата приводит к об- 
разованию с небольшим выходом соответствующих фотодимеров 
(табл. 12.8) ®. Фотодимеризация 1,3-диметилтимина 389 в концен- 


трированных (0,1 М) водных растворах протекает с относительно 
высоким квантовым выходом (2—5. 10-2). 
Таблица 12.8. Фотодимеризация производных тимина 
в водном растворе при рН 4,4 ео 

Е О 
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Несколько легче фотодимеризация тимина протекает в ре 
нитриле; начальный квантовый выход реакции ре а 
Тиминовые фотодимеры с высоким выходом (40—90% 


зации. В разв 
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иолетовой 000 


ротохимическия 
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при УФ-облучении замороженных р 
изводных 9%, 103, 111, 140, 141. Квантовый выход димеров | <“ф<2 (тео- 
ретически Ффшах = 2, поскольку реагируют две молекулы соедине- 
ния \?). Несколько ниже процент димеризации при облучении про- 
изводных тимина в сухих пленках (17—50% в зависимости от 
влажности) 98 112, 143, 144 Относительно легко звенья тимина диме- 
ризуются в составе олиго- и полинуклеотидов 5-7, а также в 
ДНК "$ 199, Однако квантовый выход в этих случаях значительно 
ниже и составляет 3 . 10-3 — 3. 10-2. 

Структура фотодимеров. Фотодимер тимина обладает цикло- 


бутановой структурой '*, '*\, для которой теоретически возможны 
четыре изомера ХШХа — ХПХг: 


астворов тимина или его про- 
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(8) мн м 
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Все указанные изомеры были обнаружены в продуктах фотоди- 
меризации тимина или его производных. Строение их подтвержде- 
но с помощью ИК- и ЯМР-спектров, химическим путем, а также 
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другими методами", НХ = са т 
структура изомеров типа г фотодимер на и 1-метиллн. 
мина 83°" 332. Образование того или иного изомера обусловлено ми 
родой конкретного производного тимина и условиями Фотодимери, 
зации. 

Димер ХПХа является главным продуктом фотолиза тим 
замороженном растворе "4. Аналогично димеры типа ХПХа 
ются основными продуктами, образующимися при фотолизе ВОДНЫХ 
растворов тимина®, 4(ТрТ) 156 и ДНК 153 157’ при температурах 
выше 0°С (ср. 833). При облучении тимина, @(ТрТ) и ДНК в Од. 
ном растворе образуются, кроме того, димеры типа Х1Хб156, 15 
Фотолиз тимидина в замороженном растворе приводит к образо. 
ванию изомеров всех четырех типов 153. 

Кроме обычных димеров при УФ-облучении тимина в за 
женном растворе 15°, 334, {(ТрТ) в водном растворе 156 и ДНК в за. 
мороженном растворе 160, 161, 385 и в сухих пленках 162, 836 образуются 
фотопродукты, также, по-видимому, являющиеся димерами, но не 
обладающие циклобутановой структурой. Близкий по свойствам 
продукт был выделен при облучении ДНК бактериальных 
спор 162, 168. Для нециклобутанового фотопродукта фотолиза тимина 
предложен ряд альтернативных структур '62, 164, 165, На основании 


данных ЯМР-, ИК-, УФ- и масс-спектров в качестве наиболее ве- 
роятной рассматривается формула 159. 
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`Иная структура была предложена 315 исходя из данных рент- 
генографических исследований: 
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Окончательное решени 
- е вопроса о структ т 
н ктуре нециклобутанового 
фотодимера тимина в настоящее время остается К 


о фотодимеров нециклобутанового и циклобутанового ти- 
оо тимина в замороженном растворе обнаружен 
Т, ЯВЛЯЕ Й - 

о укт, являющийся, по видимому, тримером тими- 
ее Фотодимеров. В УФ-спектрах циклобутановых диме- 
ров м ав неитральной И КИСЛОЙ средах отсутствует максимум 


поглощения в области 960 ммк (рис. 12.11, см, также ты 


1 т: ===_—| НЕЕ > 
220 20 260 280 500 320 20 Л, ммк 


Рис. 12.11. УФ-Спектры циклобутановых фотодимеров тимина 193 и фото- 
аддукта 159 4 (Трт) 

Т-— спектр фотодимера тимина при РН 7; 2—то же, в 0,1 н. растворе МаОН; 3 — спектр 
а (ТрТ)4 в нейтральной среде и при рН2; 4—то же, что 3, но при рН 12, 


Фотодимеры ХМХа и ХПХб устойчивы при кислых и щелочных 
РН; ХХв — относительно устойчив при 1 < рН < 6; а ХХг—в 
интервале рН 1—3 153, 337. Гликозидная связь в фотодимерах произ- 
водных тимина ослаблена 1!67 и может быть прогидролизована без 
расщепления димеров !53. Титрование четырех изомерных димеров 
показывает, что в каждом из них имеются две ионизирующиеся 
группы с рК: — 10,5 и рК› —12,2 (по-видимому, > №-3—Н). 

Подобно фотодимерам урацила, тиминовые димеры фотола- 
бильны. При облучении (^ < 290 ммк) водных растворов фотоди- 
меров тимина и его производных они распадаются до исходных 
мономеров 103, 141, 168, Чувствительность фотодимеров к облучению 
возрастает с уменьшением длины волны излучения "7. Квантовый 
выход распада фотодимеров о лНЫх до мономе- 
ров близок к единице (0,6—0,7) 3. ЕЕ 

Фотодимеры, полученные при облучении ДНК, распадаются в 
присутствии фотореактивирующего фермента под действием види- 
мого света 199, 170. Есть данные, указывающие на то, что фотореак- 
тивирующий фермент из дрожжей разлагает только димеры типа 


Х[Ха, но не Х!Хб 18. 
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Фосфодиэфирная связь в фотодимерах динуклеотидов 
ва к действию фосфодиэстеразы змеиного яда 156. При 
этой фосфодиэстеразой УФ-облученной ДНК образуют 


нуклеотиды типа 4(рМрТрТ)\“. Е 

Аддукт тимина, полученный при УФ-о лучении замороженного 
раствора, обладает максимумом поглощения в области 316 Мк 
(см. рис. 12.11). После кипячения в 0,5 н. СОЛЯНОЙ КИСлОТе В течь. 
ние 90 мин в УФ-спектре появляется второй максимум в области 
256 ммк, что позволяет предполагать регенерацию двойной СВЯЗИ 
С-5—С-6 19. Полученный при облучении а(Трт) нециклобутановый 

Е 


фотопродукт @(ТрТ)* обладает аналогичным УФ-спектром 
(пах 825 ммк). При облучении в области максимума поглощения 
(313 ммк) он обратимо переходит в неидентифицированный фото- 
ры | щаваа] 
продукт а(ТрТ)з. Обратная реакция — переход а(Трт}з- 
ее 

— ЧТрТ)— осуществляется при облучении в области 240 мик. 
Кинетика и механизм фотодимеризации. Тимин. Легкость ди- 
меризации его в замороженном водном растворе и высокий 
квантовый выход реакции объясняются агрегацией молекул тимина 
при замораживании и тем, что молекулы в этих агрегатах 
уг друга благоприятным для диме- 


Устойчи. 
ТИДролизь 
<Я олиго. 


учении замороженных 
где агрегаты не обра- 
большую роль играет, по- 
?. Это подтверждается рентгенографически- 
а '?з. Кроме того, УФ-облу- 
дает значительно меньший выход 
‚› Чем в замороженном растворе; с увеличением 
влажности выход димера возрастает до 20—504% 14“. 
как и в случае производных урацила, благо- 

приятными для димеризации факторами являются достаточно 
близкое расположение молекул тимина и соответствующая ориен- 
тация их относительно друг друга. ; 

риведенные факты объясняют низкий процент димеризации 
тимина в растворе и относительно большую легкость его димери- 
зации в составе ди- и полинуклеотидов. 

инуклеозидфосфаты. УФ-облучение водного раствора 
тимидилил- (3-5) -тимидина приводит к образованию двух изомер- 


ИИД Е 
ных фотодимеров: 4 (ТрТ)! типа Х1Ха и 4(ТрТ)? типа ХХб—в с0- 
отношении 5: 1. Относительный выход изомеров не зависит от дли- 
ны волны излучения. Однако суммарный выход димеров а —- 
тлины волны и составляет 2,5% при 225 ммк и 95% при 28 и 
(при оптимальных дозах облучения) 196. Очевидно, как и для ури- 
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диновых олигомеров, при продолжительном облучении устанавли- 
вается равновесие между образованием и расщеплением фотоди- 
меров. Равновесие сдвигается в сторону образования фотодимеров 
при увеличении длины волны и в сторону образования мономеров 
при ее уменьшении. Квантовый выход образования фотодимеров 
в водных растворах значительно меньше, чем в замороженных рас- 
творах, и составляет (оптимальные зна- 


чения) 1.10-2 для а(ТрТ)и 0,25. 10-2 


для а(Трту. Величина его зависит от 
длины волны (рис. 12.12) 156. Из зависи- 
мости поперечных сечений реакции от 
длины волны следует, что с максималь- 
ной скоростью фотодимеры образуются 
при облучении 260—270 ммк. Квантовый 
выход расщепления фотодимеров @а(ТрТ) 
зависит от длины волны в гораздо боль- 
шей степени, чем для димеров тимина "7 
(см. рис. 12.12). 

Кроме обычных фотодимеров при об- 
лучении 9(ТрТ) образуется фотодимер, 20 20 20 280 Л,мик 
не обладающий циклобутановой струк- 


оль/Е 


2 


Квантовый 6709 + -0. 


ь — Рис. 12.12. Зависимость от 
турой @(ТрТ)* (см. стр. 652). Количество длины волны квантовых вы- 


этого фотодимера, его квантовый выход, ходов образования (сплош- 


‹ та 196 С Г ” ные кривые) и расщепления 
скорость образования сравнимы с ана (пунктирные кривые) фото- 


логичными величинами для @(ТрТ)?. димеров 4 (ТЬТ) 15. 
Таким образом, превращение @(ТрТ) 

в водном растворе под действием УФ-облучения можно предста- 
вить следующей общей схемой !56. 


ат == а(трТ) => 4(1Т 


| 


а (Трт)* 


Й 


а(ТрТ)з 


Динуклеотид 4 (рТрТ) образует димеры аналогично р. 146. 
Циклический динуклеотид рТРТ полностью устойчив к УФ-облуче 


нию, очевидно, вследствие стерических препятствий для внутри- 
молекулярной димеризации '%, 
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Полинуклеотиды. Как отмечалось выше, для Один 
ризации необходимы два условия — достаточно высокая ме“ 
концентрация тимина (самого или его производного) и 
ятствующая реакции ориентация тиминовых ядер отн 
друг друга. 

Первое условие, очевидно, выполняется в поли-аТ и а ртр 
последовательностях в ДНК. Второе зависит от ряда факторов я 
прежде всего от конформации полинуклеотида и, Следовательно 
от температуры. УФ-Облучение политимидиловой КИСЛОТЫ В вод, 
ном растворе при комнатной температуре приводит к фотодимери. 
зации соседних нуклеозидных звеньев: закономерности этой диме. 
ризации аналогичны таковым для динуклеозидфосфатов, однако 
квантовый выход образования фотодимеров вдвое выше (0,02— 
мери- 
м при 


блатотуи. 
ОСител Но 


ров ДНК при 77° К только 0,65% тиминовых звеньев переходит в 
димерные фрагменты, а при комнатной температуре — уже около 
20% 15°. При низкой температуре сшивки между цепями практи- 


туры образуются заметные количества тиминовых димерных фраг- 
ментов нециклобутанового типа 161 (см. также стр. 652). 

Зависимость фотодимеризации тиминовых ядер от конформации 
ДНК подтверждается также тем фактом, что в пленках ДНК с 
относительной влажностью выше 65% образуются главным обра- 
зом фотодимеры циклобутанового типа. При более низкой отно- 
сительной влажности количество этих фотодимеров уменьшается 
и повышается выход фотопродуктов нециклобутанового типа 
(так называемых «споровых»). По-видимому, при уменьшении от- 
носительной влажности конформация ДНК в пленках изме- 
няется 336, 

Фотодимеризация тиминовых звеньев в одно- и печных 
полинуклеотидах протекает с различной легкостью. В обра 
творах при комнатной температуре денатурированная ДН а 
зует большее количество димерных фрагментов, чем ри ай 
Димеризация тиминовых звеньев в поли-АТ протекает с и 
скоростью, чем в комплексе (поли-АА) : (поли-аТ) 175. Я В 
УФ-облучение денатурированной ДНК в водном рее ее 
дит к большему количеству димерных фрагментов, чем дл вухцепо- 
ДНК в растворе этиленгликоля 176. Очевидно, наличие д 


ороженных раст 
еньев перетоди: 
туре — уже скол 
у целями практ 
ГЬ, ЧТО ПОНИЖеЕН 

ИИ, НОТ 


у. ФОТОХИМИЧЕ 


СКИЕ ПРЕВРАЩЕНИ 


чечной структуры затрудняет образование 


при облучении, а межплоскостное 
пимеризацию '75, 38. В пользу 
тот факт, что в растворителях, 
взаимодействие, степень 
при УФ-облучении понижается. 


В денатурированной ДНК количество образу! 
чении димерных фрагментов линейно уменьшается 


температуры. Для нативной ДНК 
при температуре ниже Т» фотоди- 
меризация не зависит от темпера- 
туры; в области плавления количе- 
ство димерных фрагментов резко 
падает 176 (рис. 12.13). 
Димеризация тиминовых звеньев 
в ДНК происходит главным обра- 
зом между соседними основаниями 
одной цепи ^, '5'. Кроме тиминовых 
димерных фрагментов образуются 
также смешанные фотодимеры из 
звеньев тимина и цитозина '*9. При 
УФ-облучении ДНК и полинуклео- 
тидов в виде сухих пленок!” 178 и 
нативной ДНК в водном растворе 
отмечено, кроме того, образование 
сшивок между различными цепя- 
ми 178а, 179, 1796, 180 В последнем слу- 
чае зависимость относительного ко- 
личества образовавшихся сшивок 
от длины волны применяемого из- 
лучения (спектр действия реакции) 
аналогична кривой УФ-поглощения 
тимина. Возможно, что причиной 


сшивок является димеризация тиминовых 


уменьшающих 
димеризации тиминовых ядер в 4(ТрТ) 1!“ 
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димерных фрагментов 


ззаимодействие облегчает фото- 
последнего 


предположения говорит 
межплоскостное 


ощихся при облу- 
при повышении 


7) 
и 
< 
т 


ВАНИЯ 
706, 


ур) 


ра. 
рпгм 


® 
т 


Стелень 06 
бимерных 


Й Й й , 
0 в в 0” 
7емпарртира, 


Рис. 12.13. УФ-Облучение (при 
254 ммк) растворов ДНК из Езсйе- 
са сой. Зависимости степени 
образования димерных фрагментов 
от температуры !'; 

1-— нативная ДНК в воде; 2— денатури- 
рованная ДНК в воде; 8 — нативная ДНК 


в смеси этиленгликоль — вода де- 
натурированная ДНК в смеси илен: 
гликоль — вода; доза 10% эрг/, уе 


ДНК в воде 79° С; Ти-в смеси эти- 
ленгликоль — вода 59° С, 


звеньев из разных 


цепей 17°. Температурная зависимость и ряд других факторов ука- 


зывают на то, что для образования подобных сши 
локальное плавление двойной спирали '*® ' м3 


вок необходимо 
облегчающее, 


по-видимому, необходимую для димеризации ориентацию тимино- 


вых ядер. 


Возбужденные состояния, предшественники фотодимеров. Диме- 
. растворе ингибируется кислородом 


ризация тимина в водном 


(см. табл. 12.8), а в ацетонитриле полностью подавляется в при- 


сутствии изопрен 


шителями триплетного состояния, приведе 
что в этих условиях ТИМИН 


триплетном 


тельствуют о том, 
реакцию в возбужденном 


42 Зак. 614 


а45. Поскольку кислород и изопрен являются ту- 


нные результаты свиде- 
может вступать в 


состоянии !8'. Доводом в 


\ 7. 
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что тимин в возбужденном триплетном состоянии в 

аться, служит факт. фотосенсибилизированной 
собен димеризов е 116, 155, 182, 14 когда заселениой ДИ 
ВИ Е яется за счет переноса, 1: 
плетного уровня тимина осуществл реноса ЭНергии 
от возбужденного сенсибилизатора. 

На основании изучения спектров флуоресценции Предпола- 
гается, что в замороженном водном растворе т идет 
через синглетное возбужденное состояние тимина 181, 185. Фотоди. 
меризация Ч(ТрТ) в растворе не подавляется кислородом и дру- 
гими характерными тушителями триплетных состояний, № Эт» 
факт еще не может служить строгим доказательством синглетного 
возбужденного состояния как предшественника димера, поскольку 
из-за близкого расположения тиминовых ядер в а(ТрТ) скорость 
димеризации может превышать скорость тушения 33. Однако спект- 
ры флуоресценции также свидетельствуют в пользу синглетного 
возбужденного состояния 188. 

С помощью триплетной сенсибилизации ацетофеноном показа- 
но, что звенья тимина в ДНК могут димеризоваться при облучении 
через возбужденное триплетное состояние 187. Однако это ни в коей 
мере не означает, что фотодимеризация не может идти при пря- 
мом возбуждении в синглетное состояние в 

Таким образом, по-видимому, в зависимости от условий и от 
природы облучаемых соединений фотодимеризация тимина может 


идти как через возбужденное синглетное, так и через возбужден- 
ное триплетное состояние. 


Фотодимеризация 1,3-диметилтимина в растворах также может 


пользу того, 


при облучении (254 ммк) водного раствора тимина (10-2 М, 16 ч 
при РН 6,1 и’ 37°С), были обнаружены 5-формилурацил ХХ! 
(В = В” =Н), урацил (В =К’=Н), 5-оксиметилурацил ХХ 
(К =К/=Н) и неидентифицированный альдегид 189. В аналогич- 


тилурацил ХХИ (В = В’ = СНз), уксусная кислота, муравьиная 
кислота, формальдегид и 5-формил-1,3-диметилурацил ХХ! 
(В = В" = СН.) как главный продукт реакции '°. По-видимому, 
фотоокисление тимина и его замещенного производного протекает 


| 


о 
ие 
\. ФОТОХИМИЧЕСКИЕ ПРЕВРАЩЕНИЯ 889 
= 655 
по следующей схеме 189, 190; 
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В качестве одного из возможных механизмов фотоокисления 
предложено промежуточное образование перекиси 191 


| } 
в. Е. Сре 
( 
м. о 
в в 


Иной тип фотоокисления тимина наблюдается при облучении 
его в насыщенных кислородом водных растворах дальним УФ-из- 
лучением (184,9 ммк), обладающим значительно более высокой 
энергией, чем обычно применяемое в фотобиологических исследо- 
ваниях (250—270 ммк). При фотолизе тимина в таких условиях 
образуются гидроперекиси ХХ и ХХИУ (цис- и транс-изомеры), 
гликоль ХХУ, а также перекись водорода ``. 


о о о 
Н.С | Н.С р нс 
- У Ан ВОС МН 
ноо : но" | | оч 
ном / №0 но” № го 
Н 
Н Н : 
хх хМУ ХХУ 


В разбавленных растворах при облучении УФ-светом (184,9 ммк) 
происходит главным образом фотолиз воды, а не тимина, и обра- 
зование гидроперекиси ХХШ (в результате атаки по двойной 


42* 
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новых кислот и их 
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связи С-5—С-6 ОН-радикалом 19% 193) является вторичным 


Фотоп т 
цессом 139: НО —> Н.+.ОН ро 
[© 
(9) 
НзС | | 
не Л И нс Л) 
| ны .оН т 92 007 МН 
АХ ном Хо ном 
М о 9 
Н Н хм Н 
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нс ДА Нз С Н. с | 
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ески все излуче- 
прямой фотолиз. 
вленных и более 


‚9 ммк) последний, по-види- 
анное состояние, которое харак- 
не переходом его на более вы- 
при обычном возбуждении) 13°. 
зм, объясняющий образование 
четырех изомерных гидроперекисей: реакция проходит через при- 
соединение кислорода по двойной связи С-5—С-6 высшего воз- 
бужденного (нефотононизованного) состояния тимина 139: 


о 
Н.С < Нос | 
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| м/\ А 
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Н 
Таким образом, и при облучении УФ-светом высокой ре 
возбуждение локализуется на двойной связи С-5—С-6. Возбужде 


у. ФОТОХИМИЧЕСКИЕ ПРЕВРАЩЕНИЯ 
Е: 661 


ние тимина при 184,9 ммк согласу 
кой УФ-области 139. : 

Фотовосстановление, При УФ-облучении 
дозами (2. 108 эрг/мм?) тимина и ДНК в за 
или ДНК в водном растворе при комнатной 
тах реакции наряду с димером тимина был о 
тимин (или его звенья в составе ДНК) '*. Количество дигидро- 
тиминовых звеньев, образовавшихся при облучении ДНК, мало 
зависит от температуры и при данных высоких дозах сравнимо 
с количеством димерных тиминовых фрагментов. По-видимому, ди- 
гидротиминовые звенья образуются в ДНК и при более низких 
дозах облучения, но квантовый выход их образования в этих усло- 
виях ниже, чем для образования димеров (ср.?3). 

Механизм образования звеньев дигидротимина, вероятно, ради- 
кальный. Показано, что при облучении ДНК в замороженном рас- 
творе образуются тиминовые свободные радикалы с неспаренным 
электроном при С-5. Образование радикалов происходит в резуль- 
тате присоединения водорода или дейтерия из растворителя к ато- 
му С-6 тимина, находящегося в возбужденном состоянии !%. Воз- 
можно, что эти радикалы являются промежуточным продуктом 
при образовании остатков дигидротимина. Производные дигидро- 
тимина фотолабильны. При УФ-облучении водного раствора ди- 
гидротимидина наблюдается потеря —80% поглощения при 230 ммк 
и в качестве главного продукта реакции образуется М-пропил-М№- 
дезоксирибозилмочевина ХХУП !0°: 


ется с его поглощением в дале- 


достаточно высокими 
мороженном растворе 
температуре в продук- 
бнаружен 5,6-дигидро- 
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МПОН ВНТов 


Фотовосстановление в присутствии боргидрида нат 
лучении (253,7 ммк в водном растворе) в прис 
гидрида натрия тимидин восстанавливается до ДиГИДротимидо о 
который далее претерпевает восстановительное расщепление св ® 
№-3—С-4 с образованием уреидоспирта ХХУПП 1, 1 Мосле . 
стадия не зависит от облучения. Дняя 
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) из восстанавли- 
к С-6 присоеди- 
-виДимому, здесь, как и в от- 


етельствует в пользу того, что в ука- 

а условиях вначале образуется фотогидрат тимидина, 

а АО дигидротимину, расщепляется под действием 
МаВН, 100, 
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Подтверждением предва й 

а я а редварительной фоетогидратации тимидина 
служ! ЕЕ е в аналогичных условиях соответствующих 
производных мочевины типа ХХХ (выход —50%) в случае фото- 
тидратов уридина и цитидина Е а 


6-Азатимин 


Введение электроотрицательного атома азота в пиримидиновое 
ядро сильно сказывается на фотохимическом поведении соедине- 
ний. б-Азатимин значительно более устойчив к УФ-излучению, чем 
тимин. При облучении (5,8. 108 эрг/м?) замороженных растворов 
тимина и 6-азатимина в фотопродукты переходит 69% тимина и 
только 0,3% 6-азатимина. В присутствии тимина выход фотопро- 
дуктов б-азатимина возрастает до 0,5%, а в присутствии цитози- 
на—до 9%. Структура фотопродуктов в этих реакциях не иссле- 
дована, однако, по-видимому, они не являются смешанными про 
дуктами фотореакции 6-азатимина с тимином или с цитозином 198. 
В присутствии азатимина выход фотопродуктов тимина и цитозина 
уменьшается - 
Фотохимия звеньев б-азатимина в составе ДНК не исследова- 

на. Однако известно, что бактерии, выращенные в присутствии 
6-азатимина или б-азаурацила, в 10—20 раз устойчивее нормаль- 
ных к инактивирующему действию УФ-облучения (253,7 ммк) 19. 


Цитозин и его производные 

ой плотности в цитозине, находящемся 
как показывают результаты квантово- 
спределения в урациле и ти- 


Распределение электронн 
в возбужденном состоянии, 
химических расчетов, отличается от ра 
мине. В случае цитозина электронная плотность на атомах С-5 и 
С-6 увеличивается при возбуждении лишь незначительно, но силь- 
но возрастает на атоме №-3, который даже в нейтральной молекуле 
является наиболее электроотрицательным атомом кольца (в про- 
тивоположность атому С-5 для урацила и тимина). Результаты 
расчетов согласуются с экспериментальными данными, которые по- 
казывают, что фотохимические свойства цитозина и его производ- 
ных во многом отличны от свойств производных урацила и тимина. 

Наиболее характерной фотореакцией мономерных производных 
цитозина в водном растворе является гидратация. Однако в проти- 
воположность фотогидрату урацила фотогидраты производных ци- 
тозина крайне неустойчивы. В полимерной цепи цитозиновые ядра 
димеризуются под действием облучения, но эти димерные фрагмен- 
ты отличны по свойствам от урацильных И тиминовых димерных 
фрагментов пиклобутанового типа и образуются, по-видимому, по 
другому механизму. 

Фотогидратация. При облучении в 
его замещенные, цитидин И цитидиловые К х 
няют молекулу воды по ДВОЙНОЙ СВЯЗИ С-5—С-6 и образуют фото- 


водных растворах цитозин, 
е кислоты ХХХГ присоеди- 
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гидраты 209-208 являющиеся производными бокс. 5,6-дигидроцит, 
х ХИ 84, 137, 204. 
зина ХХ мн, мн, 
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В атом водорода, остаток рибозы или рибозофосфата 


При облучении цитидин-3’-фосфата помимо 
зуется с малым выходом крайне нестойкий ( 
9 мин) фотопродукт неизвестной структуры 265. 

Квантовый выход. фотогидратации 200, 202, 205 зависит от длины 
волны применяемого излучения и от РН (рис. 12.14). Кривые за- 
висимости квантового выхода фотогидратации от РН аналогичны 
кривым титрования Ср, т. е. для протонированной формы цитидин- 
3’-фосфата вероятность образования фотогидрата при облучении в 


фотогидрата Обра- 
время полураспада 


280 ммк 


6:09 
5 


АЗантойь Е 
фотогидратации $-1 
> 
5 


и 


© 
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Рис. 12.14. УФ-Облучение ЦИТиДиН 


-3’-фосфата. Зависимость квантового Е 
фотогидратации от длины волны (а: РН раствора 6,5) и от РН среды (6) *°°. 


6—10 раз меньше, чем для нейтральной формы 25. Поперечное се- 

чение образования фотогидрата также является функцией длины 

волны и РН. Зависимость поперечного сечения от рН совпадает с 

аналогичной зависимостью для квантового выхода 255. д 
Из приведенных данных очевидно, что наибольшая НЫ > 

образования фотогидратов и максимальная скорость пре = д 

стигаются при облучении в области 260—970 имк при Р а же 
Под действием облучения фотогидраты образуются 


о нуклеотн- 
звеньями цитозина, входящими в состав ди- 206, 208 и полину 
дов 206, 207, 209, 210, 341, 


к 


Ч 


С 


рата 
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ривые за. 
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Свойства фотогидратов. Образование 
ных цитозина сопровождается умен 


фотогидратов производ- 
ьшением поглощения в области 


9 и 
60% 6-10 


2- 


© 
т 


1 1 1 1 1 
200 220 20 260 280 д, мык 200 220 240 


: 260 280 Л,мык 


Рис. 12.15. УФ-Спектры цитидин-3’-фосфата (а) и его фотогидрата (6) при 
различных рН?2И, 


270 ммк и появлением максимума в области 240 ммк, что обуслов- 
лено насыщением двойной связи С-5—С-6 и наличием хромофора 


ПЕС 
О=С—М=С— 
| | 


В кислой среде максимум при 240 ммк исчезает в результате про- 
тонирования по атому М№-3 (рис. 12.15). 

Подобно дигидроцитозиновым производным, фотогидраты цито- 
зина и его замещенных имеют более высокое значение рКа, чем 
соответствующее соединение с ненасыщенной двойной связью 


С-5—С-6 (например, для Ср величина рК» составляет 4,26, а для 
но 


Ср — соответственно 5,56). -. 

В отличие от фотогидратов производных урацила фотогид- 
раты цитозиновых производных весьма нестойки. При выдержива- 
нии в нейтральных водных растворах они а ЗЕ аазЕЫы 
образом в исходные продукты 20°, 202; кроме того, Наблюдается ча- 
стичное дезаминирование °. 2" с образованием фотогидратов ура- 
цильных производных: 


р Е: | 

Г\ ь. те 
— 
| ЕЕ и 
‘чо но м НО №0 
в 
В 
к хххИ 


К — атом водорода, остаток рибозы или рибозофосфата 
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Рис. 12.16. Дегидратация фо- 
тогидратов производных цито- 
Зависимость 
константы скорости реакции от 
РН 212. 


зина при 0°С. 


рн 


Рис; 127. Дезаминирование 
фотогидрата цитидин-3’-фос- 
фата. Зависимость ОБЕ дез- 
й 

аминирования (в % Ор от 
общего содержания фотогидра- 
та) от рН 21 

(жирными кружочками показаны 
данные, полученные при 25°С, 


светлыми кружочками — при 15°С, 
треугольниками — при 6° С). 


Скорость дегидратации зависит от 
РН и достигает максимального значе. 
ния при рН 4,5—5. На кинетику де. 
гидратации влияет также природа за- 
местителей при №-1[. Так, Ффотогидрат 
цитидин-5/-фосфата дегидратируется 
быстрее, чем фотогидрат цитидин-3. 
фосфата; соответственно и динуклео- 


Н20 
зидмонофосфат. СрС устойчивее, чем 
Н2о 


СрС (рис. 12.16). Этерификация фос- 
фатной группы цитидин-5’-фосфата 
значительно снижает скорость дегид- 
ратации при рН 6—7 203, 
езаминирование фотогидратов ци- 
тозиновых производных протекает 
медленнее, чем дегидратация. Напри- 
мер, период полупревращения фотогид- 
рата цитидин-3’-фосфата при рН 7,5 и 
°С составляет 50 мин; за это время 
45,5% фотогидрата дегидратируется 
до Ср и только 4,5% дезаминируется 
до фотогидрата уридин-3’-фосфата 21. 
Скорость дезаминирования цитидин-3^- 
фосфата зависит от РН среды. В об- 
ласти максимальной скорости процес- 
са дегидратации (рН 5) количество 
фотогидрата, подвергшегося дезами- 
нированию, минимально (рис. 12.17). 
Замещение цитозиновых производ- 
ных по аминогруппе приводит к значи- 
тельному увеличению стабильности со- 
ответствующих фотогидратов 263, 213, 
Так, фотогидрат цитидина можно пре- 
вратить в стабильное соединение, об- 
работав его гидроксиламином или 
О-метилгидроксиламином Не: 


и ы 
\ \ 
о номов, у 
но’ “\№о но“ т” 
В В 


ХххИт 
К остаток рибозы; В’=Н или СН 
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Легкость дезаминирования фотогидрата цит 
увеличением лабильности аминогруппы при 
при насыщении двойной связи 5-66 
ции. Известно, что в производных ДИГИ 
значительно лабильнее, чем 


озина обусловлена 
С-4, происходящим 
в результате фотогидрата- 
дроцитозина аминогруппа 
в производных цитозина. Она легче 


дезаминируется (см. стр. 339, 355; о механизме дезаминирования 
э м цитидина см. 215) и легче замещается на остаток аминокислоты или 
Уст у амина ^°. | 
ыы Под действием боргидрида натрия фотогидрат цитидина пре- 
а, терпевает восстановительное расщепление и дезаминирование с об- 
| в разованием рибозилоксипропилмочевины ХХХПУ &1, что является 
ет фи одним из доказательств структуры фотогидрата. 
_728 рост № : 
у 1н, = в 
Фототидраль МН» | (Сун 
ЫХ они | м я 
Дратация, Раз \ | 


ах СН 
носнь № носн, 
фата при рН 11 _50. Ру(Н2О) о нсон 
Мин; за это врем | =—* —> нсон |-> 
дегидратеруетя — нСон 
 дезаминирует | 


ном о 


НО он НО ОН | 
и. | СН»ОН 
пез фосфат | 
ИМ 
зНИЯ ЦИТИД 
Я сель. Во Но о [8 (@) О 
И процес вы ын 
ост! но 
ор 0 НО 
НЫ количеств м у но А 
ся ДВ 2 9’ ННСН»СН»СН»ОН 
ет с 8). | о=с 
о (р! гро МНСН»СН»СН»ОН 
вых тк знач" хххиУ 
води т 0. к ака 
био Фотолиз замещенных цитозинов. Цитидин и опиавай г 
ато пре | лота обратимо образуют фотогидрат при облучении как в в де, 
ОЙ но | : рт имическое поведение цито- 
ии Ё # ТАКИ буферных раетветит: а тей ганические ионы 
й неВИ”" ди зина и его замещенных оказывают влияние неорг ре ан 
ое в частности фосфатный и пирофосфатный. В | ее 
м | ионов наряду с фотогидратом цитозина образуются т. 
2 Но Е ряду ` астоящее время не идентифицирован- 
0% | гие фотопродукты, в н 
ные 138, 217. з 
Г Замена карбонильной группы при С-2 оно 
| донорную (метокси- или метил-) К ЕН а ат 
И ские свойства соединения. а ных Ее 
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фотопродуктом ^ 27, а в фосфатном буфере он вовсе не Образуь: 
ся 217,28. В УФ-спектре продуктов фотолиза, полученных в фос 
фатном буфере, отсутствует максимум поглощения при 240 ии 
появляется максимум в области 300 ммк 2, 21, 219. При фото 
2-метокси-4-аминопиримидина в 0,05 М фосфатном буфере (рН т 
было выделено два основных продукта. На основании ряда Вост, 
Одному ИЗ них (пах = 300 ммк) приписана структура 


Е 
СНзО НМ Н ОН 


Второй продукт (Атах = 275 ммк) 
мещенным пиримидином 218. 

Распределение электронной плотности 
существенно меняется с введением электро 
ля при С-5. Из сравнения фотохимических 
мина можно заключить, что метильная гру 
устойчивость пиримидинового ядра к УФ-облучению в водных рас- 
творах; кроме того, для производных тимин 


а более характерна фо- 
тодимеризация, а не фотогидратация. Имеются данные о том, что 
метильная группа при С-5 стабилизует радикал ххху 


является, по-видимому, за- 


в пиримидиновом ядре 
нодонорного заместите- 
свойств урацила и ли. 
ппа при С-5 повышает 


ХХХУ 


По-видимому, введение метильной группы по С-5 в ядро цито- 
зина оказывает аналогичное влияние на фотохимическое поведение 
цитозиновых производных. 5-Метил- и 5-оксиметилцитидины, а так- 
же их нуклеотиды более устойчивы к действию УФ-излучения, чем 
сам цитидин (квантовый выход превращения их при фотолизе 
—- 10-3). Фотопродукты этих соединений при нагревании их рас- 
творов или при выдерживании в кислой среде не регенерируют 
исходные соединения, т. е., по-видимому, фотопродукты не яв- 
ляются фотогидратами. УФ-Спектры этих фотопродуктов свиде- 
тельствуют о сохранении пиримидинового цикла 220. = 

Фотолиз производных цитозина в спирте. При и - 
в спиртовом растворе цитозин и ряд его алкильных м 
образуют фотопродукт с максимумом поглощения в ее 
300 ммк 2,271, Цитидин, по-видимому, также вступает в а 
ную реакцию 222, Структура данных фотопродуктов в нас 


м, } 


р О 
НОНО ЗаМети, 


Ист Урацила 1 

-9 ОЗ 
еНИЮ В РОДНЫХ [и 
лее характерна 


Данные о том, то 
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время не установлена, изучен лишь ряд их свойств. Продукты, по- 
лучающиеся при фотолизе цитозина и 1-метилцитозина в спирте при 
я регенерируют исходные соединения 2, 221, 222 
одн топродукта цитозина чу 
3 Е тувствител лу 
Я 22 у телен к облучению 
< При облучении 2,6-диметилцитозина в воде, 
образуются идентичные фотопродукты: 
растворитель, не участвует в реакции 2. Фотопродукт, полученный 
облучением 5-метилцитозина в спирте (шах =310 ммк), после рас- 
аз 7 ’ ") а 


творения в воде спонтанно превращается в продукт фотолиза вод- 
ного раствора 5-метилцитозина (Ашах = 285 ммк) 2. 


При облучении цитозина в этаноле в реакцию, вероятно, всту- 
пает редкая таутомерная форма цитозина ХХХУ1 


этаноле и гексане 
вероятно, в данном случае 


ХХХУТ 
имеющая 223 максимум поглощения в области 240 ммк. Это пред- 
полагают на основании УФ-спектров и спектров действия реакции 
(см. стр. 657). 

Фотодимеризация. При УФ-облучении в водном растворе ци- 
тозин, цитидин и цитидиловые кислоты не димеризуются *, ®. При 
фотолизе замороженного раствора димер цитозина образуется с вы- 
ходом 3—7%. Очевидно, фотодимеризация облегчает дезаминирова- 
ние 3, 112, поскольку при оттаивании замороженных растворов ди- 
мер цитозина легко превращается в димер урацила 3, 12. В заморо- 
женных растворах цитозин образует также с небольшим выходом 
смешанные фотодимеры с урацилом и тимином . Цитозиновые 
фотодимеры образуются, кроме того, наряду С ие при 
облучении растворов цитозиновых олиго- 207, 208, 224 и полинуклеоти- 
ДОВ 209, а также растворов ДНК "* 2 и РНК и 

Свойства фотодимеров. Свойства цитозиновых фотодимеров 
изучены главным образом на примере продуктов, образуемых ци- 
тидил- (3/—5/”)-цитидином СрС. При облучении водного раствора 
СрС (фосфатный буфер, РН 7,2, 0°С) образуется фотодимер есь 
который в результате темновой реакции обратимо превращается в 
фотодимер Срб? с иной электрофоретической подвижностью. 
В водном растворе оба фотодимера частично дезаминируются, пре- 


вращаясь в один и тот же уридиновый но 
чении СрС! и СрС? превращаются в исходное соединение СрС 277, 
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водном раство 
Фотохимические ыы СрС од р ре могут ат 
представлены следующей общей схемой: 


О — 


| р 


СрС_ = Сре 


—> 00 <— 
Вследствие высокой лабильности цитозиновых фотодимеров 
структура их до настоящего времени не установлена. Исчезновение 
И максимума поглощения в области 270 ммк (рис. 12.18) указывает 


на нарушение сопряженной си- 
стемы пиримидиновых ядер ана- 
логично тому, как это происходит 
при насыщении двойной связи 
С-5—С-6 в процессе фотогидра- 
тации. Однако в спектре обоих 
— — 
фотодимеров (СрС! и СрС?) от. 
сутствует и характерный для фо- 
тогидратов максимум в области 


240 ммк, что свидетельствует об 
исчезновении хромофора 228 


03 


ЕЕ СРТУЗИЕЕЕ 


2 Е 4 
2 =еМ=с— 
1250 240 250 280 270 280 290 л.н ы м у 
Рис. 12.18. УФ-Спектр СрС и его 
} фотодимеров 228. По-видимому, цитозиновые 


фотодимеры не являются обыч- 
ными димерами циклобутанового типа, так как образование таких 


д димеров предполагает сохранение указанного хромофора. 
| Для фотодимеров, образующихся при облучении СрС, предло- 
жено несколько вероятных структур 7 (по аналогии с фотодиме- 
ризацией других соединений — см., например, 22%, 230), однако окон- 
чательное решение этого вопроса требует дополнительных экспери- 
ментальных данных. 
у Следует отметить, что коэффициенты молярной экстинкции ци- 
| тозиновых фотодимеров значительно выше, чем для тиминовых фо- 
| тодимеров при всех длинах волн 228. 

Выход фотодимеров при облучении водного раствора СрС зави- 
сит от ряда факторов *, и в частности от рН среды и длины волны 


* Ввиду легкости дезаминирования для цитозиновых фотодимеров выход 
часто определяется по выходу продукта их превращения ОрИ. 
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облучения. Нейтральная молекула динуклеозидмонофосфата об- 
разует фотодимер значительно легче, чем протонированная 208 
(рис. 12.19). С увеличением длины волны облучения выход фото- 
димеров возрастает 28. Скорость обратной реакции (расщепление 
фотодимеров при облучении) увеличивается с уменьшением длины 
волны в равной мере как для СрС', так и д. 
товый выход обратной реакции не зависит 
от длины волны 228. Скорость фоторасщеп- 
ления цитозиновых фотодимеров значитель- 5 р 
но выше, чем аналогичных производных 
урацила и тимина. Это отчасти объясняет- 
ся более высокими коэффициентами моляр- 


ля СрС?, однако кван- 


© 
ной экстинкции цитозиновых фотодиме- ы в 
ров. Кроме фоторасшепления лабиль- [5 
ность фотодимеров СрС обусловлена также З 
темновыми реакциями — взаимным превра- & 
щением 5 
Срс! == Срб? 
н дезаминированием. Сравнение констант 
скоростей этих реакций при различных зна- ЕВ 
чениях рН показывает 227, что оба фотоди- рН 
мера наиболее устойчивы в области рН риса, Образование 
6,8—8,4, причем СрС? несколько более ус- ро о Ре 
гр мм . а- 
тойчив, чем СрС!. Дезаминирование, ве- ЕЕ Я 
д роятно, не протекает одновременно по обо- а (В Жо 
= им звеньям оснований. СрС) от РН (0,005 М фос- 
| Скорость дезаминирования зависит от фатный или формиатный 

и температуры. Так, время полупревращения буфер, 4° С) **. 

я 1 при РН 7,0 и 0°С составляет 100 ч, а при . 
Нет 25°С соответственно 10 ч. Иными словами, при комнатной темпе- 
} р ратуре за 24 ч СрС полностью дезаминируется в При =. ке 
м тим Закономерности образования цитозиновых о: фрагмен- 
И я т в полинуклеотидах аналогичны таковым для динуклеозидфос- 

ой атов. С 
о При облучении ДНК наряду с уже отмечавшейся димериза- 
в цией тиминовых звеньев наблюдается фотодимеризация цитозино- 

ел» ий вых звеньев, а также образование димерных фрагментов смешан- 

ив ного типа (из цитозиновых и тиминовых ядер). Эффективность об- 
1 я и } разования цитозиновых димерных ферма в НЕ а ть 
И я их расщепления при коротковолновом облучении р для 
1 И тиминовых димерных фрагментов 208. При о чения 

р ДНК содержание цитозиновых фотодимерн ты г. срав- 
и у нимо с количеством тиминовых димерных участков. !11ри высоких 
р 
й 
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Я 
дозах доля тиминовых фрагментов возрастает 228 вследствие боль. 
шей лабильности цитозиновых фотодимеров. 

Соотношение процессов фотогидратации и Фотодимеризации 
Относительная эффективность образования фотогидратов и Фотоди. 
меров для производных цитозина в настоящее время изучена Только 
на динуклеозидмонофосфате. Показано, что при облучении В 

интервале длин волн 230—990 Мик 
1 квантовый выход (рис. 12.20) и Попе- 

т речное сечение фотодимеризации зна. 

м чительно выше, чем для фотогидрата. 
ции. Таким образом, при этих длинах 
ее волн образование димеров является 
предпочтительным. По-видимому, 
именно в силу этого обстоятельства, 
а также вследствие нестабильности 
фотогидратов производных цитозина 
Г последние не были обнаружены при 
облучении нативной ДНК?! и двух- 
спиральных полинуклеотидных комп- 
лексов 205, 209. Ряд данных свидетель- 
2.20. . - 

а _) и ствует о том, что при облучении одно- 
образования — димера. Срс1 ыы ау: 
(верхняя кривая) и фотогид- Рированная ДНК'9, РНК и по- 
рата (нижняя кривая) от длины —ЛИ-С 206, 233) фотогидраты цитозиновых 
волны 228, производных образуются. Как недавнс 
было показано, в нативной ДНК и двух- 
цепочечных полинуклеотидных комплексах цитидиновые остатки 
образуют фотогидратные звенья, однако квантовый выход таких 
гидратных звеньев в 2—3 раза ниже, чем для одноцепочечных 
полинуклеотидов 341. Межплоскостное взаимодействие также, по- 
видимому, затрудняет образование фотогидратных цитидиновых 
звеньев, поскольку квантовый выход фотогидратации поли-С в 
90% -ном этиленгликоле вдвое выше, чем в воде, и практически ра- 

вен квантовому выходу гидратации рС в воде 341. 

Следует, однако, отметить, что предложенный метод3“! допу- 
скает и иную трактовку полученных результатов. 

Отсутствие данных о зависимости образования цитозиновых фо- 
тогидратов и фотодимеров в полинуклеотидах от дозы облучения 
не позволяет пока более определенно судить об относительном со- 
держании этих фотопродуктов в облученных полинуклеотндах. 


И 
Е 


Авонтовый вытой ф. моль/Е 
$, 
>. 


Е Е а Не 
220 20 250 250 270 280.А.мми 


2. Фотореакции пуриновых производных 


Фотолиз в водных растворах. Отличительной чертой НЫ 
пуринов и их производных является относительно м 
нению с пиримидиновыми производными устойчивость к лу- 


НЫ 
ак Неа 
ДНКидву" 
ые остатк 
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75, 234—236 я 
чению х - се Пуриновые компоненты нуклеиновых кислот практи- 
чески устойчивы к дозам, вызывающим фотогидрата - 

г Е дратацию и фотоди 
меризацию пиримидиновых производных. При увеличении дозы 
УФ-излучения наблюдается снижение поглощения пуринов при 
пах, ВПЛОТЬ ДО его полного исчезновения 237—239. Определенный на 
ВАНИЕ ЛЕНЫ УФ-спектров квантовый выход фотохимического 
изменения водных растворов аденина и гуанина при облучении 

(253,7 ммк) на порядок ниже, чем для производных урацила, и с0- 
ставляет 0,6 - 10 и2 10 соответственно 2,97. При переходе от ос- 
новании к п -фосфатам эти величины практически не из- 
меняются (0,5 ` 10-4 для Ар и 1,5. 10-4 для @р) 27. Пуриновые оли- 
го- и полинуклеотиды проявляют бблышую фотохимическую устой- 
чивость, чем мононуклеотиды. Квантовый выход фотохимического 
изменения ‚АрА и поли-А, определенный по изменению УФ-спектра, 
по крайней мере на порядок ниже, чем для Ар; для поли-а он 
составляет 0,5 - 10-4 297. 

Гликозидная связь в пуриновых нуклеозид-5’-трифосфатах ла- 
бильна в условиях УФ-облучения. Дозы, при которых аденозин-3“- 
фосфат, аденозин-5”-фосфат и аденозин практически не изменяются, 
приводят к заметному расщеплению аденозин-5’-трифосфата до 
аденина 2. : 

Устойчивость пуриновых производных к УФ-облучению зависит 
от характера и положения заместителей в гетероциклическом 
ядре 23° 240. Наиболее устойчивы при облучении (^.> 230 ммк) аде- 
нин, аденозин и адениловые кислоты. Введение в пуриновое ядро 
карбонильной группы, особенно при С-2, повышает чувствитель- 
ность соединения к УФ-облучению. Фотохимическая устойчивость 
пуриновых производных падает в ряду аденин > гипоксантин > 
> гуанин > ксантин > мочевая кислота 2%, 5 

Для аденина и гипоксантина (заместители при С-6) скорость 
исчезновения поглощения в максимуме увеличивается в присут- 
ствии кислорода. Особенно ярко этот эффект проявляется в случае 
аденина: дозы, вызывающие полную деградацию аденина при 
УФ-облучении в присутствии кислорода, в к а АР 
дят к деструкции основания лишь на 10 =: о = 
менения пуриновых производных с заместителями ыы С-2 и С 
(гуанин, ксантин, мочевая кислота), напротив, ингибируются кис- 

240 

р фотохимических о еНи ай Я 
ных в водном растворе мало исследованы. из и дук ь ее 
аденина был выделен в небольших количествах гипоксантин, кото- 
рый возможно, образуется в присутствии кислорода в результате 

ка ‘ппы. Однако гипоксантин об- 
окислительного отщепления аминогру 240 Мож 

кции в азоте 240. Можно предполо- 

разуется и при проведении Рей - ‹ ильность атома С-6 
жить, что в возбужденном состоянии электроф : › атома С- 
аденина ‘увеличивается, -и В” результате нуклеофильной атаки 


43 Зак. 614 


ГЛ. 12. ФОТОХИМИЯ НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ И ИХ КОМПОНЕНТОВ 


674 


гидроксил-анионами происходит замещение аминогруппы на Гид. 
ен УФ-облучении пуриновых производных, т. её 
в орлах полного исчезновения поглощения при РАтах В продук. 
тах фотолиза были обнаружены аммиак и мочевина 239, что Свиде- 
тельствует о расщеплении пуриновых ядер. Механизм этого 
расщепления пока не изучен. При длительном облучении мочевой 
кислоты ХХХУП наряду с аммиаком и мочевиной в небольших 
количествах образуются триурет ХХХУПТ и циануровая кисло. 
та ХХХ[Х; по-видимому, по следующей схеме 241; 


НО Н 
а | 


м м0 о, ‚он 
о ан У нм @ мн, 


х Е —> й а 
м7\ми № м = \ю 
Ее] | | 


НН НН ВЕРЕН 
хххуи 
д 
а 
нм о он, нм мн 
о с о — 1 | 
07 те ео ом“ Ао. 
| 
ЕН Н 
хххУ хххх 


8-Азааденин и 8-азагуанин значительно менее устойчивы к УФ- 
облучению, чем аденин и гуанин !94; продукты фотопревращений 
азапроизводных не исследованы. 
Фотолиз М№-окисей пуриновых производных. В отличие от обыч- 
ных замещенных пуринов М-окиси пуриновых производных прояв- 
ляют высокую чувствительность к УФ-облучению в водном раство- 
ре. Квантовый выход фотохимического превращения М№-окиси аде- 
нина составляет 0,1 242 т. е. по сравнению с аденином М№-окись аде- 
нина чувствительнее к УФ-свету более чем в 1000 раз. Следует от- 
метить, что даже для большинства пиримидиновых производных 
квантовый выход фотохимического изменения значительно меньше. 

Изучение фотохимических свойств М-окисей пуриновых произ- 
водных проведено в основном на М№-окисях аденина и аденози- 
на 22-245. Фотолиз водных растворов этих соединений сопрово- 
дается уменьшением интенсивности поглощения в максимуме 
(230 мик) и небольшим увеличением абсорбции в области 290 ммк. 
Основными продуктами фотолиза №-окиси аденозина ХГ являются 
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изогуанозин (кротонозин) ХГ1, аденозин ХЕ и 1й 
б 5 ) : замещенный имид- 
азолилрибозид ХЕШ 245. щ т д. 


МН; 


| 
} } | 


МН, мн, у 


| 
М) 
0 А-З 
Ми ее - _ 
к вн кн 
хе хы хыи 
В — остаток рибозы 


Таким образом, фотореакция идет по трем направлениям: уда- 
ление окисного кислорода, перенос его к соседнему атому углерода 
и расщепление пиримидинового цикла по связи М№-1—С-6. Воз- 


да КУ можно, что перенос кислорода к атому С-2 осуществляется через 
реале промежуточное производное ХГУ 2%: 
МНЬ МН» МН» 
М Го м М 
4—0 
2 у 
| р Е ре 
в в вн 
хь хых хы 


В-остаток рибозы 


Относительные количества образующихся фотопродуктов за- 
висят от условий облучения, в частности от рН среды. В воде при 
РН 6 относительные количества исходной №-окиси аденозина и фо- 
топродуктов составляют: ХЕ—5%, ХЫ —20%, ХЕИ— 10%, 
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ХЫИ — 20%. В щелочной среде (рН 10) количество ИЗогуанозина 
ХЫ увеличивается до 60%, поскольку ХЕЛП в этих УСловиях спосо. 
бен циклизоваться до Х1.1. В кислой среде (0,01 н. Н,50.) фотолиз 
идет с меньшей интенсивностью и преимущественной реакцией яв. 
ляется образование аденозина 25; в результате получается: Хр _ 
25%, ХЫ — 7%, ХЕ — 25%, ХИ -— 5%. 

Аналогично протекает фотолиз М-окиси аденина, из продуктов 
которого были выделены аденин, изогуанин и соединение, по ряду 
свойств аналогичное ХГ. 242, 243, 245. 

Сходным образом реагируют М№-окиси и других 6-замещенных 
пуринов. М-Окись 6-метилпурина образует при облучении 9-окси. 


нов переноса окисного кислорода к С-2, по-видимому, не происхо- 
дит: в продуктах облучения М-окиси изогуанина был обнаружен 
только изогуанин 243. 

Предварительные данные свидетельствуют о том, что №-окись 
аденозина сохраняет высокую чувствительность к УФ-облучению 
и В составе полинуклеотидов. М-Окись поли-А легко подвергается 
фотолизу; при последующем щелочном гидролизе обнаружен фото- 


Г 
1“ 
М № 
я. \\ Е И < А: 
а | РА оно 
м\ми В м/м 
| | 
Н Н 
В-Ю-Н 
В=СН.; ВЕН 
В=В’=СН, 


Структура фотопродуктов подтверждена данными УФ- ИК- 
ЯМР- и масс-спектров; при реакции в этаноле было выделено два 
изомера. Возникающие фотопродукты в спиртовом растворе весьма 
чувствительны к влаге и кислороду, в твердом виде они более ста- 
бильны 247. 

Присоединение молекулы спирта сопровождается ее 
поглощения при / шах пурина (260 млк) и появлением а ее 
максимумов в областях 240 и 292 млк. Квантовый выход а 
ции ^ 0,2 246, 247. В водном этаноле квантовый выход зн 


\1. ФОТОСЕНСИБИЛИЗИРОВАННЫЕ РЕАКЦИИ 


ниже, чем в абсолютном. В водном трет-бутано 
Фотолиз ор пурина, насыщенных кислородом, 
приводит (судя по УФ-спектрам) к другим фотопродуктам, струк- 
тура и свойства которых не исследованы 247. : 
Фотолиз 6-метилпурина В спирте протекает, по-видимому, ана- 
логично фотолизу пурина, однако аденин, гипоксантин, ксантин и 


6-этоксипурин устойчивы к облучению (253,7 ммк) в дегазирован- 
ном этаноле 247, 


ле реакция не идет. 


\У1. ФОТОСЕНСИБИЛИЗИРОВАННЫЕ РЕАКЦИИ 


Фотохимические изменения в нуклеиновых кислотах и их ком- 
понентах могут быть результатом фотосенсибилизированных реак- 
ций (см. стр. 618), т. е. реакций, в которых не происходит непо- 
средственного возбуждения оснований нуклеиновых кислот при 
облучении, а осуществляется передача энергии возбужденной моле- 
кулы-сенсибилизатора молекуле-акцептору (основание или дей- 
ствуюший на него реагент). Передача энергии может проходить 
различными путями % 15, 248, например через образование метаста- 
бильного комплекса сенсибилизатора и акцептора или путем непо- 
средственного переноса энергии. Важную роль в процессах сенси- 
билизации играет триплет-триплетный перенос энергии 249 


Димеризация пиримидинов 


В определенных условиях пиримидиновые производные в воз- 
бужденном состоянии способны димеризоваться. Помимо димериза- 
ции, вызванной непосредственным возбуждением  пирими- 
диновых соединений (облучение в области 260 ммк, см. стр. 638, 
650, 669), известна также фотосенсибилизированная димери- 
зация 18, 155, 182, 183, 187, 250. 

В качестве сенсибилизаторов наиболее часто применяют кето- 
ны — бензофенон, ацетофенон, пропиофенон, ацетон. Все эти веще- 
ства обладают заметным поглощением выше 310 ммк в отличие 
от пиримидинов, спектр поглощения которых расположен в р 
коротковолновой области. Под действием ученое в области 3 0— 
340 имк урацил 6, 182, 250, тимин И 156, 182, и оротовая кис- 
лота 116, 8 димеризуются в водных растворах в присутствии сенси- 
билизаторов. В результате реакции образуются фотодимеры, ана- 
логичные полученным при прямом фотолизе. Цитозин в указанных 
условиях не димеризуется. Образования т еротов т для од- 
ного из четырех соединений не наблюдается. 1'ри сенсибилизиро- 
ванном ацетофеноном фотолизе ДЫК воревуютея А фраг- 
менты из тиминовых звеньев 17. 32. (изомеры типа Х!Ха, см. 
стр. 651), смешанные димерные фрагменты из тиминовых и цитози- 
новых звеньев и остатки 5,6-дигидротимина; относительные началь- 
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ные скорости образования этих продуктов составляют 1,00; 0,03 

0,02 соответственно 3*2. При сенсибилизированном фотолизе денату. 
рированной ДНК степень фотодимеризации составляющих звеньев 
выше, чем при фотолизе нативной ДНК. В случае денатуриро- 
ванной ДНК помимо фотодимерных фрагментов тина Х]Ха ОТМе- 
чено 3*3 образование в малых количествах и продуктов типа Х]Хб, 


$) 
Фильтр 
Е кк 
1 а т 
- Фотобимер 
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55 50 
бенсибилизатор Акцелтор 


Рис. 12.21. Схема уровней энергии и переноса энергии в реакции фото- 
сенсибилизированной димеризации 116, 


При фотолизе ДНК, сенсибилизированном ацетоном, возникают и 
цитозиновые димерные фрагменты 343 (сам цитозин не фотодимери- 
зуется в присутствии ацетона 116). 

Следует отметить, что применение длинноволнового УФ-излуче- 
ния при фотосенсибилизации практически исключает фотореверсию 
димеров до мономеров 16. 187, довольно значительную в случае пря- 
мого фотолиза’ (см. стр. 640, 653). 

Известно, что перенос энергии от сенсибилизатора к акцентору 
возможен только в том случае, если энергия данного возбужден- 
ного состояния сенсибилизатора выше энергии возбужденного со- 
стояния акцептора. Для возбужденных состояний пиримидинов ха- 
рактерны относительно низкие триплетные и высокие синглетные 
уровни энергии. Сравнительная оценка энергии синглетных и три- 
плетных возбужденных состояний исследуемых соединений и фото- 
сенсибилизаторов, а также ряд других фактов показывает, что в 
случае фотосенсибилизированной димеризации возбуждение пири- 
мидинов осуществляется за счет триплет-триплетного переноса 
энергии 58, 59, 116, 18, 184, 187, рис. 19.2] иллюстрирует относительное 
расположение уровней энергии сенсибилизатора и акцептора и про- 
цессы, протекающие после возбуждения сенсибилизатора. 

Значения энергии триплетных уровней кетонных сенсибилиза- 
торов и некоторых пиримидинов приведены в табл. 12.9. 

Хотя величины энергий, полученные для твердых растворов при 
77° К, не строго применимы для водных растворов при комнатной 
температуре, однако с их помощью можно получить достаточное 
представление о принципах подбора сенсибилизаторов, их специ- 
фичности и относительной эффективности. В частности, при сенси- 
билизированном ацетофеноном возбуждении ДНК 59 возбуждаются 


\у1. ФОТОСЕНСИБИЛИЗИРОВАННЫЕ РЕАКЦИИ 
= == 679 


только тиминовые звенья, так как д 


энергии триплетных возбужденных состояний выше чем для аце- 
тофенона (см., например, значение Ес, о в табл. 12.9) Эффектив- 
ность триплет-триплетного переноса тем выше, чем больше раз- 
ность энергий триплетных состояний сенсибилизатора и акцептора. 


Таблица 12.9. Энергия триплетных уровней ряда сенсибилизаторов Ив 
и пиримидинов по данным спектров фосфоресценции при 77 °К 
(Ет — энергия триплетного состояния, соответствующая максимуму полосы 
Ей, 0 — Экстраполированная энергия перехода между 
триплетного и основного состояний) 


ля остальных оснований ДНК 


фосфоресценции; 
нулевыми колебательными уровнями 


Соединение ЕТ, сн! Ед, о’ см! Литература 
Сенсибилизаторы: 
Бензофенон”. у... .. 24 400 24 800 251 
Але феНО а 26 000 26 500 116 
вне - 28 200 252 
Акцепторы: 
ПО Н кЕ рко 25 000 27 900 59 
Иа ие ЗОЖ 24 400 27 500 59 
м СЕ 23 200 26 300 116 
Оротовая кислота. ..... > 21 300 118 


Этим отчасти обусловлена зависимость квантового выхода фото- 
сенсибилизированной димеризации от природы основания и сенси- 
билизатора (табл. 12.10). Кроме того, факторами, определяющими 
эффективность триплет-триплетного переноса энергии, являются 
поглощение сенсибилизатора в области длин волн применяемого 
излучения и эффективность интеркомбинационной конверсии в мо- 
лекулах сенсибилизатора. 


Таблица 12.10. Фотосенсибилизированная димеризация пиримидинов 
с использованием разных сенсибилизаторов 


ф 103, моль/Е 
Длина волны 
применяемого 


Пиримидин облучения, ацетон вцетофенон| бензофенон 
мик (.10-8 м) | (1-1078 М) | (5-10-$ м) 
Урацил..... РО 313 я т пе 
ИМИ ВЕ 313 не тя 110 
Оротовая кислота. ..... 334 
Примечание. Величины молярной экстинкции сенсибилизаторов при использованных 

длинах волн: при 313 ммк при 334 ммк 

АОН о =: те 

Ацетофенон...... 880 197 


Бензофенон. ....*+ 


\ 


а ГЛ 12. ФОТОХИМИЯ НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ И ИХ КОМПОНЕНТОВ 


Расщепление фотодимеров 


Димерные тиминовые фрагменты, образующиеся при УФ-облу. 
чении ДНК, расщепляются при. их облучении видимым светом в 
присутствии фотореактивирующих ферментов. Изучению Этого про- 
цесса посвящено большое количество работ (см., например, обзор 8) 
однако механизм его до настоящего времени окончательно не вы. 
яснен. 

С целью изучения систем, моделирующих действие 
вирующих ферментов, исследовалась возможность 


Ы- 


фотореа КТИ- 
фоторасщепле. 


сенсибилизируют расщепление тиминовых фотодимеров при облу- 
чении в области 313 ммк 253. 


Интересно, что димер типа 4(МрТрт), где М 


— рибозид нафт- 
имидазола ХГУ (К =Н) В . 


› не расщепляется при облучении светом, 
анное исследова- 


рода (тушитель триплетного 


состояния), что затрудняет трактовку результатов. 


Механизм 


Фотодимеры 1,3-диметилурацила расщ 
в области длин волн, больших 290 ммк, в присутствии хлоранила 254. 
Показано, что фотореактивирующий фермент из дрожжей расщеп- 
ляет цис-син-, но не транс-син-фотодимерные тиминовые фрагменты 
в облученной денатурированной ДНК 158. Сенсибилизация хлорани- 
лом также оказалась избирательной: транс-анти-фотодимер 1,3-ди- 
метилурацила устойчив в условиях сенсибилизации, остальные сте- 
реоизомеры расщепляются с различной скоростью 254. 

Имеются указания 123 на расщепление тиминовых фотодимеров 
при облучении их в водном растворе видимым светом в присутствии 
уранилацетата; наряду с тимином в этом случае были выделены 
продукты, строение которых не установлено. 


епляются при облучении 


= 


1 

ъ. 
% 
* 


Уй ФОТОДИНАМИЧЕСКИЙ 39 


уН. ФОТОДИНАМИЧЕСКИЙ ЭФФЕКТ 


Фотодинамическим эффектом, или фотодинамическим действи- 
ем, в химии нуклеиновых кислот называют сенсибилизированное 
красителями окисление оснований и их производных при облучении 
видимым светом в присутствии кислорода. Результатом фотодина- 
мического действия является деструкция главным образом пурино- 
вых оснований и нуклеозидов 25-258, приводящая в случае нуклеи- 
новых кислот к потере биологической активности 259—262, При более 
жестких условиях облучения иногда помимо пуриновых нуклеози- 
дов частично деградируют также тимидин и уридин а 

Сенсибилизаторы. Фотодинамической активностью обладают 
красители, относящиеся к различным классам. Наиболее изучено фо- 
тодинамическое действие метиленового синего ХТ 255, 256, 268, 267, 270, 
тиопиронина ХГУП 261, 271, 273, акридинового оранжевого ХЕХМИШ 260,264, 
профлавина ХГЛХ 261, 27%, а также рибофлавина № 258, 262, 268, 275, 276 И 


родственных ему люмифлавина Г] 277, 278 и люмихрома Г 25°, 265, ее 


В 
р ов , Со М : [@) 
или О Аи 
| | 
в о 
И нс 7 № 
иероз пр © 
(©) 
а ХУ. Х= 3; У=М; В=В = М(СНз)2 г. В= СНУСНОН)СН2ОН 
наф - 
И тх хи. Х=3; У=СН; В=В/= МН) ы. В=СНз 
оби од душ хм; УесНвЕв = МСН: И: В=Н 
‚данное ь НТО хых. х= мн; у=СН; В=Е = МН» 

о ‹ : 
ре ; Одним из факторов, обусловливающих а я 
1910. п тивность красителей, является, по-видимому, их способность р 
лени" де вывать комплексы с определенными гетероциклическими основа- 
зваший ‹ си ниями нуклеиновых кислот 20.279 цто характерно, например, а 
При акридинов 280, 281, 344 И рибофлавина 282. Определенную роль игра 
7 ден также, вероятно способность красителей-сенсибилизаторов подвер- 

я , |. влению 256, 283, Однако общность этих положе- 
я Ци гаться Е поскольку возможно, что механизм 

< ний строго не д на, - Пр 
ни ие отодраинАОВОИ действия Е И аной а 
ое и Ф ческое действие красителе 

ми ОИ пиронина, метиленового 
ри ии цифично. Например, в присутствии тио р , 

И - : | гуанозина и его про- 
ИР и, ей михрома происходит фотоокисление гуа 
пе И, 288265, аа, 21 Рибофлавин сенсибилизирует фото- 
о оО т нЕ ’ образом аденозина 258, 28 и его производ- 
иг ии окисление тлавным © Г в Возможно, что одной из причин 
о ных 257, 276 а также гуанозина . о РЕ 
8 # би такой специфичности является различие в способности красителей 

д\ К й 
и 
и й И Га 
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к комплексообразованию с определенными тетероциклическим 
и. 
о юы влияющие на скорость фотодинамического окисления, 
Фотодинамический эффект наблюдается при облучении Раство- 
ров, в которых концентрация красителя ниже концентрации окис- 
ляемого вещества и составляет 10-7—10-4 М 256. Кривая зависимости 
скорости реакции от концентрации красителя имеет колоколообраз. 
ную форму, т. е. проходит через максимум. При окислении гуано- 
зина в присутствии метиленового синего максимальная скорость 
реакции наблюдается при соотношении реагентов 1: 41 256. 5 фек. 
тивность фотодинамического действия красителей различна, т.е 
при одних и тех же концентрациях разных красителей скорость 
фотоокисления неодинакова. Количественное сопоставление фото- 
динамической активности в стандартных условиях было проведено 
лишь в немногих случаях. Так, показано, что метиленовый. синий 
значительно эффективнее акридинового оранжевого при разруше- 
нии гуанозина 264; при окислении звеньев гуанозина в составе поли- 
нуклеотида это различие в значительной степени сглаживается 260. 

На основании данных по биологической инактивации ДНК 262, 213 
(например, потере инфекционности) можно расположить красители 
по уменьшению фотодинамической активности в ряд: тиопиронин, 
рибофлавин >> метиленовый синий > акридиновый оранжевый > 
> люмихром. 

Скорость фотодинамического окисления зависит также от рН 
среды. Как видно из данных табл. 12.11, скорость фотоокисления 
увеличивается при переходе к рН, превышающим рКа гетероцикли- 
ческого основания. По-видимому, анионные формы оснований ре- 
агируют быстрее нейтральных 256. Не исключено, однако, что опре- 
деленную роль здесь играет ионизация красителей, так как значе- 
ния рКа некоторых из них лежат в области РН — 9. 

Относительная специфичность фотодинамического действия кра- 
сителей, приводящая к окислительному разрушению определенных 
гетероциклических оснований, сохраняется при проведении реакции 
на уровне полинуклеотидов 255. 259—261, 270 (Однако скорость деграда- 
ции звеньев гуанозина при облучении ДНК видимым светом в при- 
сутствии метиленового синего почти на порядок меньше, чем в 
случае мономерного нуклеозида 256. 

При проведении реакции в мягких условиях (низкая концентра- 
ция красителя — 10-7 М, непродолжительное время облучения) не 
наблюдается расщепления полинуклеотидной цепи или оно проте- 
кает лишь в незначительной степени 27. В этих условиях, по-види- 
мому, происходит частичное нарушение вторичной структуры двух- 
цепочечных полинуклеотидов 256, 279. В более жестких условиях, при 
повышении концентрации красителя, например, до 10-5 М и при- 
менении длительного облучения видимым светом, наблюдается де- 
градация полинуклеотидной цепи 279. Предполагается, что сначала 


Стлаживаетя 
Вация ДНК 


тОЖитЬ красител 
ряде тнопирони, 
Й оранжевый > 
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появляются одноцепочечные разрь 
твы, а 
двухцепочечного комплекса 255, - ОНА 


Е 

Таблица 12.11. Деструкция пуриновых и пиримидиновых производных 
чении вид 

при облу ени видимым светом в присутствии метиленового синего 258 


Соединение К Период полупревращения У. мин 
а 
я при РН 6,8 | при РН 8,8 | при РН 10,5 
Мочевая кислота 5,4; 10,3 
Твофиллин ее... 86 101 28 13 
О 7,6 37 39 25 
АОИ ее 5,8 15 4.5 57 
=. 9,2 (19) 10 31 
ТУЗНОЗИН еее. 9,2 75 13 40 
о 98 (5) 41 63 
ПимиДинЫ обеты + 9,8 (5) (20) 9,6 
И ея НХ 9,5 — (17) 57 
Гипоксантин о... 8,9 _ (12 97 
р 9 8, | — (5) (5) 
6-Хлорпурин. ......,. - т (5) (5) 
Е и а 8,8 — (5) (5) 
АДЕНОВВНЕ а А ме 19,5 — (5) (5) 
* В скобках приведина степень деструкции соединения (в %) за 120 мин. 
Как отмечалось выше, реакции, вызванные фотодинамическим 
действием красителей, приводят, в частности, к биологической 


инактивации нуклеиновых кислот и полинуклеотидов, например к 
потере инфекционности вирусными РНК и ДНК 25, 261, трансформи- 
рующей активности ДНК 29.2”, акцепторной функции ТРНК та 
а также к утрате способности расщепляться нуклеазами $50, 312. 

Существенное уменьшение биологической активности в ряде 
случаев наступает на той стадии реакции, когда деградация поли- 
нуклеотидной цепи еще не обнаруживается. Например, облучение 
видимым светом РНК ВТМ в присутствии 8. 10-7 М акридинового 
оранжевого в течение 30 мин приводит к исчезновению 95% инфек- 
ционности, однако коэффициент седиментации РНК при этом прак- 
тически не изменяется. Вероятно, 


потеря биологической актив- 

ности в значительной мере связана © деструкцией гетероцикличе- 
ских оснований нуклеиновых кислот. = 
Продукты реакции. Среди продуктов окисления гуанозина, 
фотосенсибилизированного метиленовым аа ие 
оранжевым, идентифицированы гуанидин, а Е и 


вина и рибоза. Рибоза также деградирует 5: 
чения. Отсутствие гуанина В продуктах реакции свидетельствует в 
пользу того, что расщепление №-гликозидной связи происходит 
р : Г 263, 26. ес 
только после частичного окисления пуринового ядра . Фото 
утствии люмихрома приводит к образова- 


окисление гуанина в прис 
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= 


нию даже при низких дозах облучения углекислого газа, параба. 
новой кислоты и гуанидина: 


д ы 
ан МН м0 
т оно 

> т 

р 7\ м 
М нм ‘мн, о 
ы Н 


Использование гуанина, меченного В различных положениях ис, 
показало, что фотодинамическая деградация может идти, По-види- 
мому, одновременно по нескольким направлениям с расщеплением 
пиримидинового и имидазольного ЦИКЛОВ 259, 265, 266, По-видимому, 
Это справедливо и для других замещенных пуринов 297. 

В продуктах фотосенсибилизированного окисления аденина иден- 
тифицирован в небольших количествах гипоксантин, лабильный В 
условиях облучения 268, Возможно, что его образование путем окис- 
лительного дезаминирования является одной из первых стадий де. 
струкции аденина. 


вость к фотодинамическому окислению обнаруживают 8-азапу- 
рины 257, 267 В исследованных условиях аденин, гипоксантин и 2,6,8- 
трихлорпурин также устойчивы к фотодинамическому действию 
метиленового синего 257, 

еханизм фотодинамического действия *. Красители, применяе- 
мые в качестве сенсибилизаторов, поглощают свет в видимой с. 
ласти, основания нуклеиновых кислот — в ультрафиолетовой об- 
ласти спектра. Таким образом, при облучении ВИДИМЫМ о ее. 
гут возбуждаться лить молекулы красителя. Ряд данных, в част- 


рованных 
* Подробное обсуждение механизмов фотопроцессов, сенсибилизирова 
красителями, см. 10, 27, 286, 287, 46, 347. 


АДеНина иде. 
‚абильный в 
Не Путем они. 
ЗЫХ стадий де 


ДИНамического 
ТХ КИСЛОТ сле: 
овях реакций 
с ‚продуктами 


ость осН08: 


у ДЕЙСТВИЕ ВИДИМОГО СВЕТА В ПРИСУ 


ТСТВИИ ИОНОВ ЖЕЛЕЗА 685 


ности результаты, полученные с помощью импульсного фото лиза 278 
и ингиоирования реакции парамагнитными ионами 259 саилель 

а В о кУзснь м тами 259, свидетель- 
ству! о краситель участвует в реакции в возбужден 

иплетном состоянии 259, 277, 278, 287 (1х Е ЕНвНон 
трип. ы ы р (о характеристиках триплетных 
состояний красителей см. 345), - 

гласно имеющимся д: та 

Со - Ю пам данным, наиболее вероятные механизмы 
фотодинамического эффекта сводятся к следующему: либо возбу- 
жденный краситель реагирует с кислородом и получающееся при 
этом соединение окисляет производное основания, либо осущест- 
вляется перенос энергии сенсибилизатора на кислород, который в 
возбужденном состоянии реагирует с производным основания 277, 287. 
Прямой перенос энергии сенсибилизатора на производные основа- 
ния невозможен, так как Ет красителя меньше Ет производного 
основания. Например, Ет люмифлавина 288 составляет 16 500 смт, 
а Ет гуанозина $8 23 300 см'. Однако не может быть полностью ис- 
ключен механизм переноса энергии на производное основания с 
высших возбужденных уровней триплетного состояния красителя, 
заселенных в результате двухфотонного процесса 289. 


УП. ДЕЙСТВИЕ ВИД ИМОГО СВЕТА 
В ПРИСУТСТВИИ ИОНОВ ЖЕЛЕЗА 


При облучении водных растворов оснований нуклеиновых кис- 
лот видимым светом в присутствии ионов двух- и трехвалентного 
железа в нейтральной или слабокислой среде гетероциклические 
основания полностью или частично расщепляются, о чем свидетель- 
ствуют изменения УФ-спектров растворов. Пиримидины расщеп- 
ляются при этом быстрее пуринов 2%. В аналогичных условиях ну- 
клеозиды и нуклеотиды наряду с частичной деградациеи состав- 
ляющих оснований претерпевают расщепление М№-гликозидной связи 
с выделением свободного основания. При облучении полинуклеоти- 
дов наблюдаются те же процессы, сопровождающиеся, кроме того, 
частичным гидролизом фосфодиэфирных связей и потереи биологи- 
ческой активности 29°. ит ея 

Наличие или отсутствие кислорода Не _на 
ход фотореакции с ионами трехвалентного елеА. а 
рода ускоряет реакцию, особенно в присутствии ионов двухвалент 
ного железа. 


Механизм данной фоторе 
НОЙ из стадий является процесс ф 


акции не установлен; по-видимому, од- 
отосенсибилизации. 


1Х. ФОТОРЕАКЦИИ, ВЫЗВАННЫЕ ВОЗБУЖДЕНИЕМ РЕАГЕНТА 
Реакция с фурокумаринами. Фотореакция может быть индуци- 

рована возбуждением одного из участвующих в Ч иОдОНСтвии 

компонентов. Выше рассматривались реакции, в которых в возоу- 
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состоянии находится основание нукленновой х 
ин ное. Известно, помимо того, несколько реак д 
его и клеиновых кислот, индуцированных в03б Дени 
Клея относятся реакции пиримидиновых п И о. 
олени — пПсораленом ГИГ и бергаптеном Ну и 
дуцируемые оне (при 365 ммк, т. е. в области поглощен 
фурокумаринов) 21-296, 


Кислоты 


ИЯ 


=н} 


ых (В=ОСНз, ВЕН 


ый (В= В 


ия фурокумарины образуют с ДНК нестой- 
мому, комплексной природы 291. 


на или бергаптена) в пр 
бытка тимина или у 
два компонента. На 


дуктов типа 1 \/ (присоединение по Двойной связи С-4’—С-5/ фуроку- 
марина) и типа [У] 


(присоединение по Двойной связи С-8—С4 
Фурокумарина) 233, 29%. В обоих случаях образуются по крайней мере 
по два изомера (аи 6): 
— 
О. 


ул 


Н. СН;; В'= 
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х 
Аддукт ы ыы фотолаби льны. При облучении в более ко- 
ротковолновом, чем исходное излучение диапазоне длин волн 
(250—315 ммк) они расщепляются до исходных соединений 23-298 
я луче ‹ . 

В случае о Е 365 ммк в водных растворах при ком- 
натной темпера уре присоединение идет преимущественно по связи 
С-3—С-4 фурокумарина с образованием продуктов типа ГУТ. 
Продукты типа ГУ и ГУГ образуются также при реакции фурокума- 
ринов в аналогичных условиях с урацильными и тиминовыми ну- 
клеозидами, нуклеотидами и полинуклеотидами, а также с РНК 
И ДНК 293- 296. 

Показано, что фурокумарины при облучении реагируют также 
с цитидином и поли-С, однако структура. возникающих при этом 
аддуктов не исследована. Предполагается, что с производными ци- 
тозина реакция идет по другому механизму 2%. 

Фурокумарины при облучении реагируют также с 6-азауридином; 
реакция протекает значительно медленнее, чем в рассмотренных 
выше случаях. Продукты ее не исследовались. 5-Бромдезоксиури- 
дин реагирует с фурокумаринами, однако реакция протекает, по- 
видимому, иначе, чем с урацилом и тимином, как можно судить по 
УФ-спектрам 295. 

Присоединение ароматических углеводородов. Полициклические 
ароматические углеводороды способны, хотя и не очень прочно, свя- 
зываться с нуклеиновыми кислотами, по-видимому, за счет меж- 
плоскостного (гидрофобного) взаимодействия с ядрами гетероци- 
клических оснований 27, 298, Показано, что 3,4-бензпирен образует 
комплексы с ДНК 29. При облучении в области А. > 300 — 400 ммк 
в водном нейтральном растворе 3,4-бензпирен *° или, возможно, 
продукты его фотопревращения 3°' ковалентно связываются с дена- 
турированной ДНК. Наличие или отсутствие кислорода не влияет 
па ход этой реакции. ДНК в данных условиях, по-видимому, не де. 
градирует, по крайней мере при непродолжительном О ак 
Место присоединения 3,4-бензпирена или его фотопродуктов к ДИК 
не установлено. 


Х. ВЛИЯНИЕ КОМПЛЕКСООБРАЗОВАТЕЛЕЙ 
НА ФОТОДИМЕРИЗАЦИЮ 


Как уже упоминалось, ультрафиолетовое т роки К 
изменению или потере биологической активности ри киС- 
лот. Добавление в раствор нуклеиновой кислоты перед о НИЕ. 
небольших количеств (10-”—10-5 М) акридинового ее Е 
профлавина 303,304, атебрина, акрифлавина или акридина ера 
зующих комплексы с нуклеиновыми кислотами, ее ь я 
тельному снижению степени фотоинактивации. ) т 
акридиновые красители ингибируют вызываемую уль ра4 поле- 
товым излучением фотодимеризацию пиримидиновых звеньев 
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в полинуклеотидной цепи о 37 Аналогичный эффект оКазывает 
и ряд других соединений, образующих комплексы с ДНК (метиле. 
новый зеленый, производные хинолина, фенантрена) 348, 349. 
Добавление красителя после облучения не влияет на фотохими. 
ческие повреждения, однако повторное облучение — Уже в присут. 
ствии красителя — приводит к уменьшению количества ранее об. 
разовавшихся димерных фрагментов 363, 306. Ряд данных Указывает 
на то, что красители, ингибирующие фотодимеризацию, не ВЛИЯЮТ 
на расщепление фотодимеров и уменьшение количества последних 
при облучении вызвано сдвигом равновесия между мономерными 
звеньями оснований в полинуклеотидной цепи и их димерными 


фрагментами в сторону мономерных остатков из-за замедления ди- 
меризации 395. 


процессе основание служит сенсибилизатором, а краситель акцеп- 
тором. Ряд данных свидетельствует о возможности такой миграции 


энергии 39, 310, 348, 350. Миграционный механизм позволяет предпола- 


реакций производных оснований нуклеиновых кислот 365. 


Ионы металлов (Си?+), образующие комплексы с основаниями 
ДНК, также влияют на выход фотодимерных фрагментов, повышая 
или понижая его в зависимости от структуры комплекса 351. Воз- 


в таких комплексах подобный Эффект отчасти объясняется измене- 
нием энергетических уровней оснований в составе комплекса 351, 
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ПРЕДМЕТНЫЙ УКАЗАТЕЛЬ 


Аддаза (Дезоксинуклеотидилтрансфе- 
раза терминальная) 97—102 
«Адресующие» агенты 377, 378 
Аденилиладенилилцитидиловая кисло- 
та 588 
Аденилиладениловая кислота 556 
Аденилиладенозин 245, 246 
гидролиз 556, 566 
изотопный обмен 397 
ионизация 244 
оптические свойства 238, 239, 241 
фотореакции 673 
Аденилиладенозинциклофосфат 242, 
44 


Аденилилгуанилилцитидиловая кисло- 
та 588 

Аденилилгуаниловая кислота 556 

Аденилилгуанозин 238, 240, 241, 245, 
327 


Аденилилуридиловая кислота 556, 588 
Аденилилуридин 245 
алкилирование 363, 368, 596 
восстановление 349 
ионизация 244 
оптические свойства 238—941 
Аденилилцитидиловая кислота 588 
Аденилилцитидин 245 
гидролиз 556, 566 
` ионизация 244 
оптические свойства 238—241, 243 
Адениловая кислота 
возбужденные состояния 623 
восстановление 341 
ионизация 195 
М-окись, полимер 676 
олигомер 283, 284, 597, 598 
полимер см. Полиадениловая кис- 
лота я 
сополимер с гуаниловой кислотой 
106 


— с уридиловой кислотой 287 
— с цитидиловой кислотой 470 
спектры 243 


698 


Аденилянтарная кислота 445 
Аденин 21, 95, 206 
ацилирование 407 
возбужденные состояния 623, 625, 
630, 673 
гомоассоциация 224, 227—259, 
232 
ионизация 178—183, 186, 191—193 
индексы свободной валентности 
198 


комплементарные пары 28, 217 сл., 
421 


конформация 127 

окисление 391, 473 

М-окись 391, 446, 447, 674, 676 

расщепление 439, 445, 446 

реакции с альдегидами 414 

— с гидроксиламином 472 

таутомерия 149, 162—165, 625 

фотореакции 673, 674, 677 

электронная структура 148, 154— 
156, 630, 631 

энергетические параметры 159— 

‚ 165 
$-Аденозилметионин 505 
Аденозин [9- (В-Р-Рибофураноз ил) - 

аденин] 21, 25, 49 

алкилирование 361, 367, 372, 375— 
377, 522, 523 

арилирование 370 

ацилирование 386, 405, 407 

восстановление 337, 340, 341 

галоидирование 316, 317 

гидролиз гликозидной связи 486, 
487, 489, 497, 499, 500, 504 

гомоассоциация 23], 234 

изотопный обмен 327 

ионизация 183, 186, 189—193 

конформация 131—133, 135, 136 

образование из РНК 547 

окисление 388, 389, 391, 414, 508 

№-окись 388—390, 446, 447, 674— 
676 


Валент 


Аденозин 

ыы: 54, 139, 225, 231, 316, 
о 

расщепление 439, 442, 450 
т с азотистой кислотой 417, 
— с акрилонитрилом 382 
— с альдегидами 387, 409, 411 
— с ацеталями 421 
— с гидразином 462 
— с гидроксиламинами 348, 472 
— с диметиламинометанами 421 
— с солями диазония 323 
спектры 180, 181, 239 
таутомерия 176, 177 
фотореакции 673, 681, 683, 684 
циклонуклеозиды 138, 139, 371, 448 
электронная структура 358 


Аденозиндифосфат 189, 
Аденозиндифосфатглюкоза 368 
Аденозин-5’-трифосфат 105, 106, 189, 
673 
Аденозин-2”,3',5'-трифосфат 543 
Аденозин-2’-фосфат 
гидролиз фосфоэфирной связи 
543—545 
ионизация 189, 192 
Аденозин-2’ (3’) -фосфат 
гидролиз гликозидной связи 487, 
500 
образование 550 
окисление 611 
расщепление 439, 442 
реакции с альдегидами 411 
— с гидразином 462 
— с солями диазония 424 
Аденозин-3’-фосфат 
ацилирование 513 
гидролиз фосфоэфирной связи 543 
ионизация 179, 189, 192 
конформация 195, 127, 131, 133, 136 
образование 552 
№-окись 446, 447 
производные 422, 423 
фотореакции 673 
Аденозин-5’-фосфат 
алкилирование 363, 368, 372, 596 
возбужденные состояния 621, 622, 
624 
гидролиз гликозидной связи 487, 
500 
— фосфоэфирной связи 544 
гомоассоциация 233 
изотопный обмен 327, 330 
ионизация 179, 189, 192 
конформация 125, 127, 131, 133, 136 
образование 552 
окисление 533, 589 


а 


Аденозин-5’-фосфат 
М№-окись 446, 447 
реакции с альдегидами 410 
спектры 176, 239 
фотореакции 673 
Аденозин-2”,3’-циклофосфат 
ацилирование 521 
гидролиз фосфоэфирных связей 
548—550 
Аденозин-3’,5’-циклофосфат 
гидролиз гликозидной связи 500, 
504, 553 
— фосфоэфирных связей 552, 553 
конформация 131, 138 
8-Азааденин 674 
2-Азааденозин 390 
№-окись 390 
8-Азагуанин 674 
Азапурины 684 
Азатимин 628, 630, 663 
6-Азаурацил 160, 648, 649, 663 
производные 206, 207 
6-Азауридин 687 
Азацитидины 171 
производные 219 
8-Азосульфофенилгуанозин 324 
Азотистая кислота, реакции 69, 291, 
416—421 
5'-О-Акрилоил-2’,3”-О-изопропил- 
иденуридин 383 
5”-О-Акрилоилтимидин 383 
Акридиновые красители 28, 506, 681— 
683, 687 
Актиномицин 260 
Алкилирование 
ДНК 363—365, 369, 370, 373, 374, 
377, 379, 380, 442, 596, 597 
оснований (и их производных) 
359 сл., 422, 427, 428, 453, 522, 
523, 525, 595, 597 
РНК 72, 363, 364, 368—370, 372, 
380, 442, 453, 596, 597 
тРНК 368, 370—374, 378, 430, 432 
углеводных остатков 522—525 
фосфатных групп 372, 376, 549, 550, 
553, 554, 560, 594—599 
2-Аминоадениловая кислота, полимер 
105, 265 
2-Аминоаденин  (2,6-Диаминопурин) 
182, 227, 684 
№-окись 446 
2-Аминоаденозин 226 
Аминоалкилирование 
мономерных компонентов 322, 323, 
374 
полинуклеотидов 374 
Аминоацилирование 
мономерных компонентов 406, 407, 
518—521 
тРНК 520 


РР. 


5-Аминодезоксиуридин 318 
|-Аминогуановин 371 
>. НноЗиН а 
О в метокси-9-дезоксирибофу : 
ранозилпурин 427 
5-Аминоурацил 630 
5-Аминоуридин 318 
4-экзо-М№-Аминоцитозин 349 
производные 173 
4-экзо-М№-Аминоцитидин 350 
4-экзо-М№-Анизоил-3/’-О-ацетилдезок- 
сицитидин-5'-фосфат 87, 89 
6-экзо-М№-Анизоилдезоксиаденозин 
406 
№-Анизоилдезоксицитидин 405 
4-экзо-М-Анизоилдезоксицитидин-5”- 
фосфат 87 
1-Арабинопиранозил-5-метилурацил 
187, 188 
1-Арабинопиранозил-5-метилцитозин 
187, 188 
1-Арабинопиранозилурацил 187, 188 
1-Арабинопиранозилцитозин 187, 
188 


1-Арабинофуранозилтимин 184 
1-Арабинофуранозилурацил 494 
1-Арабинофуранозил-5-фторурацил 
184, 187, 188, 427, 457 

1-Арабинофуранозил-5-фторцитозин 

184, 187, 188 
М-Арилгидроксиламины 395 
Ассоциация оснований и их производ- 
ных 193, 194, 216 сл. 
3-О-Ацетиладенозин 515 
М№-Ацетилдезоксигуанозин 406 
2-экзо-М-Ацетилдезоксигуанозин-5/- 

фосфат 87 
5”-Ацетил-2-экзо-М,2/-ди- (тетрагидро- 
пиранил) -гуанозин-3’-фосфат 
422 


5’-О-Ацетил-2',3’-О-изопропилиден-4- 
тиоуридин 428 
5'-О-Ацетил-2,3’-О-изопропилиден- 
уридин 516 
4-экзо-М№-Ацетилтетрагидроцитидин 
339 
Ацетилтимидины 88, 527 
5'-О-Ацетилтимидин-3’-бензилхлор- 
фосфат 88 
3'-О-Ацетилтимидин-5/-фосфат 87, 89 
Ацетилуридины 514, 515 
Ацетилцитидины 53, 339, 403, 
513 
производные 514 
№-Ацетилцитозин 406, 493 
Ацилирование 
мономерных компонентов 385—388, 
402 сл., 512 сл. з 
полинуклеотидов 388, 408, 516— 
520 


700 


1-Бензиладенин 445, 446 
Бензиладенозины 370, 452, 453 | 
499 ь 
7-Бензилгуанозин 370, 441, 440 
7-Бензилдезоксигуанозин 497 
2',3'-О-Бензилиден-5'-О-тритилгуано. 
зин 218, 219 
2’,3'-О-Бензилиден-5/-О-тритилино- 
зин 219, 296 
2/,3'-О-Бензилиден-5/-О-тритилцити- 
дин 219, 226 
2',3'-О-Бензилиденуридин 529 
1-Бензилинозин 444 
Бензилуридины 370, 524 
Бензилцитидин 370 
6-экзо-М-Бензоиладенозин 405 
6-экзо-М-Бензоил-3’-О-ацетилдезокси- 
аденозин-5/-фосфат 87, 89 
6-экзо-М№-Бензоилдезоксиаденозин 405, 
406 
6-экзо-М-Бензоилдезокснаденозин-5^. 
фосфат 87 
5'-О-Бензоил-2',3/-О-изопропилиден- 
уридин 516 
4-экзо-М-Бензоилцитидин 404 
4-экзо-М№-Бензоилцитозин 403 
8-(п-Бензолсульфонил)-гуанин 425 
8- (п-Бензолсульфонил)-ксантин 495 
Бергаптен 686 
7,9-Бис- (карбоксиэтил)-гуанин 373 
№№ -Бис- (кетодигидропиримидил) - 
гидразин 349 
Брауна константа 206 
Браше реакция 98 
8-Бромаденозин 316 
8-Бромаденозинфосфаты 316 
8-Бромгуанозин 315—317, 413 
8-Бромгуанозин-5’-фосфат 316 
5-Бромдезоксиуридин 318 
гидролиз  гликозидной связи 486, 
491, 503 
ионизация 317 
конформация 133, 140 
окисление 338 
спектры 317 
фотореакции 687 
5-Бромдезоксиуридин-5’-фосфат 103 
5-Бромдезоксицитидин 102, 133, 140, 
223, 313 
5-Бромдезоксицитидинтрифосфат 313 
5-Бром-6-оксидигидротимин 319. 331 
5-Бром-6-оксидигидроуридин З31, 332, 
494 


5-Бром-6-оксидигидроцитидин 332 
5-Бром-1,3-диметилурацил 645, 646 
5-Бромурацил 297 

дипольный момент 158 

ионизация 169 

окисление 333 

фотореакции 645—647 


=> 


омууитилен. 


тд 4 
тозин {03 
рая 
д -сата в 


И 
и‘, 
о" 
ыы у $} 


`Вромуридвловая кислота, полимер 
5-Бромуридин 331, 457 
гомоассоциация 231 
комплёментарные пары 223 
конформация 131, 136 
получение 312, 316—318 
5-Бромуридинмонофосфаты 313 
У Бромцитидиловая кислота, полимер 
5-Бромцитидин 313, 316 
5-Бромцитидинмонофосфаты 313 
1-Бутил-9-метиладенины 459 
Бутилпурины 9231 
4-экзо-М- (н-Бутил)-цитозин 186 


Взаимодействия между основаниями 
(и их производными) 
межплоскостные 230 сл. 
комплементационные 226 сл. 
Водородные связи 141—143, 183, 185, 
203, 217 сл. 
Восстановление 
мономерных компонентов 336—342, 
532, 636, 661, 662 
полинуклеотидов 342, 661 
Вторичная структура макромолекул 
16, 216 сл. 


Галоидирование 
мономерных компонентов 199, 202, 
204, 311 сл., 330—333 
полинуклеотидов 318—321, 332 
Гамметта уравнение 205 
Гамметта функция кислотности 170 
1-Галактопиранозил-5-метилурацил 
187, 188 
1-Галактопиранозил-5-метилцитозин 
187, 188 
1-Галактопиранозилурацил 187, 188 
1-Галактопиранозилцитозин 187, 188 
Гидразиды 
реакции с мономерными компонен- 
тами 203, 350—353, 533, 534 
— с полинуклеотидами 352, 353, 
534, 535, 581 
Гидразины С 
акции с мономерными компо- 
— ИЯ 203, 349—351, 459— 
464, 506 
—с ДНК 69, 464—467, 506 
— с РНК 69, 465, 466, 506 
— стРНК 465 
а омерными компонен- 
акции с мон 
г ее 141, и 343 сл. 391, 
467—470, 506, 507 ы 
— с ДНК 69, 348, 349, 472, 473 
— с РНК 69, 470, 471, 506 
— с ТРНК 17, 287, 472 


Гидролиз см, Расщепление гидролитн- 
ческое 
Гипоксантин 21 
восстановление 341 
ионизация 178, 179, 183, 193 
комплементарные пары 421 
расщепление 438, 439 
фотореакции 673, 677, 683, 684 
электронная структура 426 
энергетические параметры 160, 164 
Гипохромизм процентный 237 
Гипохромия процентная 236, 237, 288, 
289 
Гипохромный эффект 236 сл, 
Гликозилдезоксицитидины 56, 57 
Глицерин, 1-метилфосфат 554 
6-: -М-Глициладенин 407, 454 
9-Глюкопиранозилгуанин 407 
Глюкопиранозилдиметиламинодигид- 
ропиримидон 170 
1-Глюкопиранозил-3-метилтимин 165, 
167 
1-Глюкопиранозил-3-метилурацил 167 
1-Глюкопиранозил-5-метилурацил 
(Глюкопиранозилтимин) 166, 167, 


187, 188 
1-Глюкопиранозил-5-метилцитозин 187, 
188 
1-Глюкопиранозилурацил 166, 167, 187, 
188 


1-Глюкопиранозилцитозин 187, 188 
1-Глюкопиранозил-4-этоксидигидро- 
пиримидон 166, 167 
1-Глюкопиранозил-4-этокси-5-метил- 
дигидропиримидон 166, 167 
Гомоассоциация оснований (и их про- 
изводных) 193, 194, 218 сл. 
Гротгуса — Дрепера закон 615 
Гуанилиладенилилцитидиловая кисло- 
та 588 
Гуанилиладениловая кислота 556 — 
Гуанилиладенозин 238, 240, 241, 245, 
556, 566 
Гуанилилгуанозин 238, 241 
Гуанилилуридиловая кислота 588  — 
Гуанилилуридин 237—241, 243, 245, 
363 р 
Гуанилилцитидиловая кислота 556, 
58 


Гуанилилцитидин 245 
гидролиз 556, 566 
реакция с альдегидами 414 — 
реакция с гидроксиламином 470 
оптические свойства 238—241 
Гуаниловая кислота 
возбужденные состояния 623 
ионизация 191, 195 
полимер см. Полигуаниловая кис- 
лота 
реакции с гидразином 462 
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‚анозин-2’(3”) -фосфат 
Гуаниловая кислота Гуа (3^)-фосф 


кн й кислотой гидролиз гликозидной связи 487, 5 
ее аи ыы и связи 544, О 
— с инозиновой кислотой 105 образование 550 
Гуанин 21, 28, 199 мы окисление р с 
иж тояния 623, 625, реакции с альдегидами 
аа еы — с солями диазония 423, 494 
гомоассоциация 224, 228, 229, 232 Гуанозин-3’-фосфат 
индексы свободной валентности 198 ацилирование 513 
ионизация 178—181, 183, 194, 267 гомоассоциация 234 
комплементарные пары 28, 217 сл., ионизация 189, 192 
421 образование 552 
окисление 389, 473 производные 422, 423 
№-окись 389 фотореакции 673 
расщепление 438, 439 Гуанозин-5-фосфат 
реакции с азотистой кислотой 418 алкилирование 363, 368 
— с альдегидами 414 возбужденные состояния 621, 622, 
спектры 180 624 
таутомерия 149, 162, 164, 165, 625 гидролиз фосфоэфирной связи 544 
фотореакции 673, 674, 683, 684 гомоассоциация 234 
электронная структура 148, 154, ионизация 189, 192 
155, 426, 630, 631 образование 552 
энергетические параметры 159— окисление 475 
161, 164, 165 реакции с альдегидами 410, 414 
Гуанозин 9-(В-Б-Рибофуранозил]- спектры 239 
гуанин] 21, 49, 50 Гуанозин-2”,3’-циклофосфат 550 
алкилирование 361, 366, 367, 371, Гуанозин-3',5^-циклофосфат 500, 552 
373, 375—377, 379, 523 
арилирование 370, 423 Дезоксиаденилилдезоксицитидиловая 
ацилирование 405 кислота 572 
галоидирование 315, 316, 317 Дезоксиаденилилтимидин 626 
гидролиз гликозидной связи 487, Дезоксиадениловая кислота 
489, 498, 500, 504 олигомер 102 
изотопный обмен 397 полимер 101, 656 
ионизация 182, 183, 189—192, 194 — сополимер с тимидиловой кис- 
конформация 132, 133 лотой 101 
образование из РНК 547 Дезоксиаденозин [9-(В-Р-Дезоксири- 
окисление 389, 475, 476, 480, 508 бофуранозил)-аденин] 25, 56 
производные 139, 218, 219, 295, 361, алкилирование 361 
475 . ацилирование 386, 405, 521 
расщепление 438, 439, 480 гидролиз гликозидной связи 486, 
реакции с азотистой кислотой 417, 487, 489, 491, 496, 504 
418 гомоассоциация 231, 233, 234 
— с акрилонитрилом 208, 382 ионизация 183, 192, 193 
— сальдегидами 387, 409, 412—415 конформация 127, 133, 136, 140 
— с М-арилгидроксиламинами 395, производные 316 
396 расщепление 439, 442 
— с ацеталями 421 реакции с азотистой кислотой 419 
— с ггидразином 462 — с ацеталями 421 
—с да 421 —с о липаминометанайя 421 
— одиимидом 3 спектры 
— ый 323—325, 425 Дезокснаденозин-5”-трифосфат 101, 102 
спектры 175, 176, 180—182, 239 Дезоксиаденозин-3’-фосфат 626 
таутомерия 175, 176 Дезоксиаденозин-5’-фосфат 
фотореакции 681, 682, 683, 684 алкилирование 366 р 
электронная структура 358 гидролиз гликозидной связи 487 
энергетические параметры 685 ионизация 192 
Гуанозиндифосфат 189, 342 окисление 391 
Гуанозин-5/-трифосфат 106, 189 № -окись 391 
Гуанозин-2’-фосфат 189, 192 производные 87 
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Дезоксиаденозин-5’-фосфат 
расщепление 439, 442, 459, 478 
реакции с альдегидами 409, 410 
— с гидразином 350, 459, 462 
— с перекисями 478 
— с солями диазония 424, 495 
структура 56, 195 

5'-Дезокси-5'-галоидуридин-2/.3/-цик- 

лофосфаты 512 
Дезоксигуаниловая кислота, полимер 
101, 265, 625 


бофуранозил)-гуанин] 95, 56 
алкилирование 361, 366, 372—374, 
427 
гидролиз гликозидной связи 487, 
489, 491, 496—498, 504 
гомоассоциация 233 
ионизация 183, 189, 192, 194 


, комплементарные пары 223 
о: конформация 133, 140 
) окисление 475, 476 


производные 475 

расщепление 438, 439 

реакции с азотистой кислотой 419 
— сальдегидами 412, 413 

— с ацеталями 421 

— с диметиламинометанами 421 


детидами 410,4 


нелофифат 55) 
поофофит 5 


ддезожсяцителноз — с нингидрином 416 

у Г. —с колеи анеоони 425 ре 
Дезоксигуанозин-5’-трифосфат 

ами 6% Дезоксигуанозин-5’-фосфат 

ря КАСЛИ алкилирование 373 

о и гидролиз гликозидной евязи 487 

$ име ионизация 189, 192, 193 

с ди реакция с формальдегидом 409, 410 


И спектры 180 
деж 5'-Дезокси-5-диметилтиоаденозин 505 


и и’ Дезоксиинозин 419 
де Дезоксиинозиновая кислота, полимер 
„Я : 101, 265 
г Г ‚’ ы Дезоксиинозин-5’-трифосфат 101 
е +08 ы Дезоксиинозин-5’-фосфат 496 


1 р Дезоксиксантозин 419 
у, ‚$ Дезоксиксантозин-5’-фосфат 496 
Дезоксиликсофуранозилурацил 486, 494 


р | Дезоксинуклеотидилтрансфераза тер- 
в в минальная (Аддаза) 97—102 
‚| т № Дезоксирибоза 21, 95, 332, 494 
36 № г 1-Дезокориброяи -еЗИЛяЗАДИЩИЬ 
а” имидон $ 
” “ й  еворсарибовнил по 336 
Ни `Дезоксирибозофосфаты 551, 578 
В и Дезоксирибонуклеазы (ДНК-азы) 35, 
Г #й 36, 63, 72, 101, 257, 269, 270, 385 
1! | т кислоты 
( о 
} И Г алкилирование 363—365, 369, 370, 
у # 373, 374, 377, 379, 380, 442, 596, 


597 


Дезоксигуанозин  [9- (В-Р-Дезоксири- 


\ 


Дезоксирибонуклеиновые кислоты 


апиримидиновые 69, 464—467, 477, 
541, 574, 579, 580, 582, 583 

апуриновые 69, 369, 501, 502, 541, 

561, 562, 572—576, 579, 581, 583, 
593, 594 

в агаре 62 

внеядерная 34, 35, 48, 260 

возбужденные состояния 625, 696, 
627, 678 

выделение 29—35 

галоидирование 318—320, 332, 456 

дезаминирование 365, 472, 502, 580 

действие ионов металлов 266 

— растворителей 267 

денатурация 279 сл., 380 

изотопный обмен 254, 282, 330 

компоненты основные 24, 56, 57 

редкие (минорные) 57, 58 

концевые группировки 47, 48 

макроструктура 249 сл., 320, 349, 
369, 370, 380, 412, 421, 479, 656 

методы характеризации 30—85 

окисление 334, 390, 391, 476, 477, 
479, 506, 590, 591 

определение молекулярного веса 
30, 257, 275 

— нуклеотидного состава 95, 30, 
31 

— первичной структуры 82, 83 

плавучая плотность 31, 59, 268, 274 

расщепление гидролитическое в 
присутствии аминов 581—583 

— кислотное 41, 42, 69, 364, 369, 
379, 419, 472, 501—503, 506, 572— 
575 

— ферментативное 41, 67 сл., 654 

— химическое 369, 419, 442, 467, 
472, 477, 496, 593 

— химическое ступенчатое 66, 590, 
591 

— щелочное 391, 442, 477, 553, 561, 
562, 575—581 

реакции концевых фосфатов 597 

— с азосоединениями 426 

— с азотистой кислотой 69, 419— 
421 

— с альдегидами 412, 415 

— с М№-арилгидроксиламинами 396 

— с гидразидами 353 

— с гидразином 69, 459, 464—467, 
506 

— с гидроксиламином 69, 348, 349, 
472, 473 

— с карбодиимидами 384, 385 

— с  М№-метил-М-нитрозосоедине- 
ниями 365 

— с перекисями 479 

— с перманганатом калия 476, 477, 
506 


К бонуклеиновые кислоты 
а с солями диазония 324.425 
— с тетраокисью осмия 477, 506 _ 
ренатурация 267, 268, 270, 273—279 
репликативная форма 32, 956, 960 
сложность 275, 276 : 
спектры поглощения 28, 29, 615, 
«спутник» («сателит») 34, 60, 64 
степень спирализации 963 
структура цепи 27, 41 сл., 511 
температура плавления 31, 59, 964 
сл. 
титрование 254 
формы 250—956, 261, 273 
фосфорилирование 47 
фотовосстановление 661 
фотогидратация 679 
фотодимеризация 651—654, 656— 
658, 661, 669, 671, 678, 680, 688 
фотодинамический эффект 682, 683 
фоторасщепление 689 
фотореакции 647 
— сенсибилизированные 677, 678 
— в присутствии ионов железа 508 
— с аминокислотами 637 
— < полициклическими углеводо- 
родами 687 
— с фурокумаринами 686, 687 
фракционирование 31, 34 
цветные реакции 28, 99 
т 48, 49, 256 сл., 268 ел. 


9- (В-В-Дезоксирибофуранозил) -аде- 
нин см. Дезоксиаденозин 
9- (В-Р-Дезоксирибофуранозил) -гу- 
анин см. Дезоксигуанозин 
Дезоксирибофуранозил-3”5’-дифос- 
581 


ат 
1-(В-В-Дезоксирибофуранозил)-тимин 
см. Тимидин 
1-(В-Б-Дезоксирибофуранозил) -ура- 
цил см. Дезоксиуридин 
1- (В-Б-Дезоксирибофуранозил) -цито- 
зин см. Дезоксицитидин 
3’-Дезокситимидин 490 
5'-Дезокси-5'-тиоацетилуридин-2/,3^- 
циклофосфат 512 
Дезокситиоуридин 432 
Дезоксиуридилилдезокснуридин 639, 
643 


Дезоксиуридин [1- (В-О-Дезоксирибо- 

фуранозил)-урацил] 57 

восстановление 236 

галоидирование 312, 313 

гидролиз гликозидной связи 486, 
487, 490, 491, 494, 503 

изотопный обмен 329 

ионизация 183, 187, 188, 192 

окисление 333, 474, 478 


% 


Дезоксиуридин 57 
производные 102 
реакции с альдегидами 322 
— с гидразином 462 
спектры 167, 317 
фотореакции 632, 633 
Дезоксиуридин-5/-фосфат 322, 6 
2'-Дезокси-2’-фторуридин 187, 188 


2-Дезокси-2/-фторцитидин 18: 
187, 188 м 


Дезоксицитидили 
кислота 572 
Дезоксицитидилилтимидин 391 
Дезоксицитидиловая кислота, полимер 
101, 265, 625 
Дезоксицитидин П-(В-Р-Дезоксирибо. 
фуранозил)-цитозин] 25, 56 
алкилирование 375, 376 
ацилирование 403, 405, 493 
восстановление 338 
галоидирование 312, 313, 335 
гидролиз гликозидной связи 487, 
489, 491, 492 
гомоассоциация 93] 
Дезаминирование 354 
о 183—185, 187, 188, 


пдезоксиадениловая 


окисление 333, 474, 476 

производные 493 

расщепление 455, 460 

реакции с альдегидами 411 

— с аминами 354 

— с ацеталями 421 

— с ггидразидами 351 

— с гидразинами 460, 469 

с диметиламинометанами 421 

спектры 170, 171 

Дезоксицитидин-3”,5'-дифосфат 492, 
572 


Дезоксицитидин-5’-трифосфат 101 
Дезоксицитидин-5’-фосфат 
гидролиз гликозидной связи 487, 
492 


окисление 475, 530 

производные 87, 88 

расщепление 455, 463 

реакции с альдегидами 409, 410 

— с гидразином 462, 463 

—- с солями диазония м 425 
5-Дейтероуридин-5'-фосфат 398 
ааа 359—364, 522, 523, 595, 

596 


Диазония соли 323—395, 423—495 

2.6-Диаминопурин см. 2-Аминоаденин 

2',5’-Ди-О-ацетиладенозин-3’-фосфат 
513 


Диацетилдезоксигуанозин-5’-фосфат 

2 р 
Дина АТ 88 
3',5'-Ди-О-ацетилтимидин 219, 


8-5 ик 
3, 116 


Днацетил-5'-О-тритилдезокенцитидин 
493 Е 
3',5'-Ди-О-ацетилуридин 514, 526 
25 =Ди-О-ацетилуридин-3/- фосфат 513 
39-Дибензил-6-экзо-№,М-диметилами. 
нопурин 449 
Дибензилгипоксантин 448 
3,2'-Дибензилуридин 370 
3,5/-О-Дибензоилдезоксиаденозии 406 
3,5'-Ди-О-бензоилдезоксицитидин 406 
3',5 -Ди-О-бензоилтимидин 385 
55-Дибром-в-оксидигидроуридин 314, 
5,6-Дигидродезоксицитидин 338 
Дигидропиримидон 182 
Дигидротимидин 174, 350, 458, 661, 662 
Дигидротимидин-5^ фосфат 458 
Дигидротимин 19: 458, 661, 662 
Дигидроурацил 125, 296, 458 
производные 125 
Дигидроуридияовая кислота, полимер 


Дигидроуридин 21, 51 
конформация 125 
образование 337, 339, 340, 636 
производные 138, 338 
расщепление 456, 458, 478 
спектры 174 
Дигидроуридин-2' (3/) -фосфат 458 
Дигидроуридин-5-фосфат 456 
Дигидроцитидин 190, 338 
производные 356 
Дигидроцитидин-2' (3/) -фосфат 338, 
339 


Дигидроцитидин-5’-фосфат 338 

Дигидроцитидин-2”,3’-циклофосфат 
338 

Дигидроцитозин 174, 190, 355—358 

Ди- (гуанил) -бутандиол 380 

Ди- (гуанил)-бутан 380 

Дидезоксииодуридин 486 

7,9-Ди- (карбоксиэтил)-гуанин 373 

1,4-Димезилоксибутан (Милеран) 380 

Диметиладенины 181, 136, 206, 366, 
452 

Диметиладенозины 53, 231, 234, 366, 
499, 529 

Диметклазацитозин 219 

2',3'-О- (п-Диметиламинобензилиден) - 
уридин 529 

1,3-Диметил-5-бромурацил 169 

Диметилгуанин 175, 176, 364, 413 

Диметилгуанозин 55, 366, 415 

2-экзо-М,М-Диметилдезоксигуанозин 
58 

Диметилдезоксицитидин 185, 186 

1,3-Диметилдигидроурацил 458, 636 

1,7-Диметилинозин 367 

1,7-Диметилинозиновая кислота, поли- 
мер 368 


45 Зак. 614 


1,3-Диметилтимии 649, 650, 658 

1,3-Диметилурацил 169 

Дипольный момент 158 

спектры 166 

‘фотореакции 632—636, 641, 680 

3,2 -Диметилуридин 360, 522 

Диметилцитозины 169, 170, 172, 173, 
180, 185, 669 

4-экзо-М,М-Диметилцитидин 172; 346 

Ч экзо- М.М Диметилцитидин-5'-фосфат 

2',3°-О- (Диметоксибензилиден) -уридин 
93, 529 

7,9-Ди- (морфолиноэтил) -гуанин 441 

Димрота перегруппировка 450—454, 
458, 459 

5,6-Дноксидигидротимндин 334, 474 

Дноксидигидроцитидин 356 

7,9-Ди- (В-оксиэтил)-гуанин 180, 371, 
441 

5- (,В-Диоксиэтил)-урацил 609 

Ди-О-тритилуридины 593, 524, 530 

5,5'-Диурацил 646 

1,3-Ди- (цианэтил) -псевдоуридин 381 

(Диэтиламиноэтил)-аденины 376, 450, 
453 

1-№- (Диэтиламиноэтил)-тимин 376 

ДНК см. Дезоксирибонукленновые 

кислоты 


. ДНК-лигаза (ДНК-силаза, Полину- 


клеотидсоединяющий фермент) 
100, 102, 103, 106, 257, 259 
ДНК-полимераза 98, 101—103, 421 


Замещение 

по углеводным остаткам 512 

по экзоциклическим атомам осно- 
ваний (и их производных) 401 сл. 

по ядру оснований (и их производ- 
ных) 311 сл. 

Защитные группировки 

алкоксиэтильные 526 

анизоильная 87, 93 

ацетальные и кетальные 526—529 

ацетильная 87—89, 94, 95, 138, 219, 
225, 316, 334, 361, 362, 405, 422, 
427, 428, 475, 493, 513—516, 595, 
526 

бензилиденовая 218, 219, 226, 528, 
529 

— замещенные 93, 94, 529 

бензильная 88, 523, 524 

бензоилпропионильная 516 

бензоильная 87, 88, 95, 219, 385, 

386, 403—406, 513, 514, 516 

бутилоксикарбонильная 520 

диметиламинобензилиденовая 94 

диметиламинометилиденовая 95, 
421, 422 

диметоксибензилиденовая 93, 94 
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ые группировки 
и окиметилидевовая 529 
динитробензоильная 321, 489 
динитробензолсульфенильная 521. 
изопропилиденовая 137—139, 225, 
335, 362, 367, 383, 427, 428, 432, 
449, 457, 475, 516, 527—529, 531, 
612 
карбобензокси- 519 
карбонатные 516 
коричной кислоты производные 516 
кремнийсодержащие (силильные) 
522 


мезильная 512, 521 
метоксиацетильная 516 
метоксибензоильная 405 
метокситетрагидропиранильная 596 
метокситритильные 95, 524 
нитрофенильная 444 
ортоэфирные 529 
иена (триметилацетильная) 
1 
Е (кремнийсодержащие) 
тетрагидропиранильная 422, 423, 
514, 555, 526, 568 
тозильная 489, 521 
триметилацетильная 
ная) 514 
тритильная 88, 89, 218, 219, 295, 
226, 386, 422, 427, 493, 520, 523— 
525, 530 
трифторацетильная 516 
трихлорацетильная 516 
трихлорэтильная 88, 89, 92, 93 
фенилборонатная 521, 522 
формильная 514, 515, 516, 520 
хлорацетильная 516 
цианоэтильная 89, 92, 93 
этоксиметилиденовая 95 
этоксиэтильная 95, 422, 423, 568 


(пивалиль- 


Изоадениловая кислота, полимер 104 
Изогуанин 676 
М-окись 676 
Изогуанозин (Кротонозид) 234, 675, 
676 
Изомеризация 
аминоацилрибонуклеозидов и -ну- 
клеотидов 520 
ацилрибонуклеозидов 514, 515 
фосфодиэфирных связей 516, 
526, 559, 563, 564, 566—568 
Изопентениладенины 452 
Изопентениладенозин-5’-фосфаты 452, 
453 


524, 


Изопентениладенозины 452, 453, 499, 
005—607 


2’,3'-О-Изопропилиденаденозин 139, 
316 
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27 3/-О-И: -5- 
53 ыы 5 бромуридин 


2',3'-О-Изопро г г 
‚3 Ре пилиденгуанозин 139, 


2’,3’-О-Изопропилиденинози 
9383 н 262, 367, 


2',3'-О-Изопропилиден-5-оксиметил. 
уридин 612 
23-0 Изопропилидентиоурндины 335 


2',3/-О-Изопропилиден-5'-О-тритил. 
аденозин 225 

2’,3/-О-Изопропилиден-5/-О-тритил. 
уридин 225 

23 -Изопропилиденуридин 383, 516, 


Изопропилпурины 231 
Изотопный обмен атомов водорода 
326—330 
Изоцитидиловая кислота 493 
Изоцитидин 470, 493 
Изоцитозин 630 
4-Имино-2-метокси-1-метилдигидропи- 
римидин 170, 172 
Ингибиторы рибонуклеаз 36 
Индексы свободных валентностей 198 
сл. 627 
Инозин 21, 54 
алкилирование 362, 367, 427 
гомоассоциация 231, 234 
ОНА 182, 183, 189, 190, 192, 
93 


№-окись 390 
производные 219, 226, 362, 367, 383, 
427, 444 
расщепление `438, 439 
реакции с акрилонитрилом 
381, 382 
— с альдегидами 387 
— с карбодиимидом 384 
спектры 175, 181 
таутомерия 175, 176 
фотореакции 683 
Инозиндифосфат 189, 191, 342, 368 
Инозиновая кислота 
полимер см. Полинозиновая кисло- 
та 
сополимер с гуаниловой кислотой 
105 


208, 


Инозин-5’-трифосфат 105, 189 
Инозин-5’-фосфат 

алкилирование 373 

ионизация 189, 192 

получение 418 

производное 444 
т красители 259, 260, 

688 


Информационные РНК (иРНК) 36, 40 
8-Иодгуанозин 317 813 
5-Иоддезоксиуридин 133, 140, 313, 317 


Лот: 
ты 


1. : 
И. 


„Иодпурин 206_ 
в одурацил 227, 647 
5.Иодуридиловая кислота, полимер 


„Иодуридин 313, 317 

о ридинтрифосфат 315 

5 Иодцитидиловая кислота, полимер 
104 

5-Иодцитидин 313 

производные 313 

Иприт (и его производные) см. 

(В-Хлорэтил) -сульфиды 

Иприт азотистый (и его производные) 
см. (В-Хлорэтил)-амины 


Карбодиимиды 17, 282, 291, 383—385, 
407, 507, 519, 520, 530, 591, 597— 
599 
1-Карбметоксиэтил-2/”,3’-О-изопропил- 
иденинозин 383 
5-Карбокси-1,3-диметилурацил 658 
4.экзо-М-Карбоксиметилдигидроцити- 


дин 355 
5-Карбоксиметил-2-тиоуридин, произ- 
водное 52 
5-Карбоксиметилуридин, производное 
51, 52 


5-Карбоксиметилцитозин 179 
7-М-Карбоксиэтилгуанин 373 
1-Карбоксиэтил-2',3'-О-изопропил- 
иденинозин 383 
1- (Карбоксиэтил) -инозин-5’-фосфат 
373, 444 
Карпласа уравнение 122 123, 134 
Каталаза 472 
3-Кетотимидин-5'-фосфат 
Кетоуридины 530, 531 
Комплементарность 18, 24, 27, 28, 
217 сл., 297 сл., 249 сл. 
Конденсация (полимеризация) нукле- 
отидов 84, 85 
Константы ионизации 
их производных) 
623 сл. 
Конформация 
ассоциатов 235 
ДНК см. Дезоксирибонукленновые 
кислоты, макроструктура 
РНК см. Рибонуклеиновые кисло- 
ты, макроструктура 
тРНК см. Транспортные РНК, мак- 
роструктура 
конверта 129 сл. 
оснований (и их производных), 
121 сл., 188, 203, 235, 490 
твист Т 129 сл. 
углеводных остатков 127 сл. 
циклопентана 197, 128, 129 
Кооперативность процессов 15, 264, 
280, 284, 286, 297 


оснований (и 
168, 171 сл. 


45* 


Корреляционные уравнения 205 сл. 
Коэффициент специфичности полину- 
. клеотидов 60 
Красители 

акридиновые 506, 681, 682, 683, 687 

интеркалирующие 259, 260, 688 

тиазиновые 506 
‚ фотодинамический эффект 681—685 
р (Изогуанозин) 234, 675, 
Ксантин 21, 160 

ионизация 178, 179, 183 

расщепление 438, 439 

фотореакции 673, 677, 683, 684 
Ксантозин 21 

ионизация 183 

расщепление 438 

реакция с азотистой кислотой 419 

фотореакции 683 
Ксантозин-2” (3) -фосфат 424 
1-Ксилопиранозил-5-метилурацил 187, 

188 

т. 187, 
1-Ксилопиранозилурацил 187, 188 
1-Ксилопиранозилцитозин 187, 188 
Ксилофуранозилтимин 184 
1- (В-2-Ликсофуранозил)-тимин 184 
1-(В-Р-Ликсофуранозил) -урацил 494 


Макроструктура полимерных молекул 
16 


5/-О-Мезилуридин-2,3’-циклофосфат 
512 
6-Меркаптопурин 684 
производные 431, 443 
Метиладениловые кислогы, полимеры 
104 
1-№-Метиладенин 181, 364, 367, 445, 
446 
2-Метиладенин 446 
3-М-Метиладенин 
449 
6-экзо-М-Метиладенин 186, 369, 419 
7.М-Метиладенин 366, 367 
9-Метиладенин 158, 293, 224 
1-№-метиладенозин 53, 361, 362, 366 
восстановление 340, 341 
гидролиз гликозидной связи 497, 
499 
ионизация 177 
перегруппировка 451—453 
9-Метиладенозин 53 
3-№-Метиладенозин 180 
6-экзо-М-Метиладенозин 341, 451—453 
гидролиз гликозидиой связи 497, 
499 
гомоассоциация 231 
7-№-Метиладенозин 180 
2'.О-Метиладенозин 231, 234, 522, 523 
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181, 364, 366, 367, 


/-О-Метиладенозин 523 Е. 
ааа 368, 453 
5-Метиламино-2-тиоуридин 52, 432 
1-Метил-5-бромурацил 169, 223 
1-Метил-5-бромцитозин 223 
7-Метилгуаниловая кислота 623 
Метилгуанины 180, 364, 413 
Метилгуанозин 182 
1-Метилгуанозин 55, 361, 366, 413 
2-экзо-М-Метилгуанозин 55, 414 
7-Метилгуанозин 361, 362, 366, 623 

гидролиз гликозидной связи 498 

расщепление 441, 442 
7-Метилгуанозин-5/-метилфосфат 441 
1-Метилгуанозин-5/-фосфат 368 
1-Метилдезоксиаденозин 361, 4529, 

453 


231, 234, 452 
Метилдезоксиаденозин-5’-фосфаты 497 
7-Метилдезоксигуанозин-5’-фосфат 

180, 498 
Метилдезоксигуанозины 362, 366, 497, 

498 


Метилдезоксиуридины (см. также Ти- 
мидин) 187, 188, 492 
5-Метилдезоксицитидин 57 
гидролиз гликозидной связи 492 
Дезаминирование 354 
ионизация 184—188 
окисление 333 
расщепление 455 
5-Метилдезоксицитидин-3/,5’-дифос- 
фат 492 
5-Метилдезоксицитидин-5/-фосфат 492 
1-Метилдигидроаденозин 340 
3-Метилдигидротимидин 458 
Метилдигидроурацилы 125, 190, 458 
3-Метилдигидроуридин 174, 458 
1-Метилдигидроцитозин 190 
5-Метилдигидроцитозин 350 
Метилдиметиламинодигидропирими- 
дон 170 
1-М-Метилинозин 54, 231, 234, 362, 
367 


7-М-Метилинозин 362, 367, 623 
1-№-Метилинозин-5/-дифосфат 368 
7-Метилинозиновая кислота 623 
полимер 368 
6-Метилмеркаптопурин 206 
6-Метилмеркаптопуринрибозид 348 
1-Метил-4-метоксидигидропиримидон 
69 


М-Метил-М№-нитрозосоединения 365 
5-Метил-5-оксибарбитуровая кислота 
334 


1-М-Метил-3-№- (В-оксиэтил)-урацил 
372 


Метилоксиэтилцитозины 379, 459 
1-М-Метилди- (В-оксиэтил)-цитозин 372 
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6-экзо-М -Метилдезоксиаденозин 58, 


6-Метилпурин 206, 231. 234 
677 247, в, 


М-окись 447, 676 
9-Метилнурин 158, 231 
8-Метилсульфогуанозин 448 
3-Метилтимидин 166, 167 
производные 367 
1-Метилтимин 
ее пары 220, 22] 953 


окисление 473 
фотореакции 652 
Метилтиодиметилаллиладенозин 54 
1-Метилурацил 169 
гомоассоциация 224 
ионизация 187, 188, 190 
комплементарные пары 223 
спектры 166 
фотореакции 632, 634, 642 
3-Метилурацил 166, 369, 456 
5-Метилурацил см. Тимин 
6-Метилурацил 630 
Метилуридиловые кислоты 523 
полимеры 104, 367 
3-Метилуридин 51, 360, 362 
производные 367 
реакции с гидроксиламинами 470 
спектры 166, 167 
5-Метилуридин см. Риботимидин 
О-Метилуридины 523 
3-Метилуридин-5/-диметилфосфат 595 
3-Метилуридин-5/-метилфосфат 595 
3-Метилуридин-5’-фосфат 339, 470 
3-Метилуридинфосфатглюкоза 470 
1-Метил-5-фторурацил 293 
1-Метил-5-фторцитозин 293 
Метилцитидиловые кислоты 523. 668 
полимеры 104 
3-Метилцитидин 552, 346, 360, 366, 459 
восстановление 340 
ионизация 172 
4-экзо-М-Метилцитидин 52, 185, 346 
5-Метилцитидин 52, 184, 187, 188, 202, 
350, 630, 668 
О-Метилцитидины 529, 523 
Метилцитидин-5’-фосфаты 346, 368, 
595 


1-Метилцитозин 372 
гомоассоциация 224 
ионизация 172, 187, 188 
комплементарные пары 219—291, 

‚ 225 
спектры 169—171, 174, 181 
окисление 474 
фотореакции 173, 669 

3-Метилцитозин 364, 369, 459 

4-экзо-М-Метилцитозин 185, 186, 349 

5-Метилцитозин 347, 350, 630 

6-Метилцитозин 347 

7-Метил-9-этилгуанин 441 


= и 


‚ Риботимидия 


|-Метил-4-этоксидигидропиримидон 


166 
Методы 
«гибридизации» 279 
молекулярных орбиталей 150 сл. 
«приближения изолированной мо- 
лекулы» 197—200 
«приближения реагирующей моле- 
кулы» 200—205 
2-Метокси-4-аминопиримидин 668 
2,,3'-О- (п-Метоксибензилиден) -уридин 
529 
6-Метокси-1,3-диметилурацил 636 
5'-О- (Метоксиизопропил) -уридин 526 
1-Метоксиметил-2',3’-изопроилиден- 
инозин-5”-ди- (й-нитрофенил) - 
фосфат 444 
6-Метоксипурин 206 
о 362, 
427 
(Метокситритил)-уридины 524 
2-Метоксиэтилметилфосфат 554 
Милеран (1,4-Димезилоксибутан) 380 
Минорные компоненты см. Дезокси- 
рибонуклеиновые кислоты, ком- 
поненты редкие; Рибонуклеино- 
вые кислоты, компоненты ред- 
кие 
5-Морфолиноуридин 318 
Мочевая кислота 201, 673, 674, 683, 
684 


Небуларин см. 9-Рибофуранозилпурин 

Никотанадениндинуклеотид 143, 372 

Нингидрин 415, 416 

Нитрование нуклеозидов 321 

2-Нитрогипоксантин 418 

2-Нитроинозин 418 

8-Нитроксантин 418 

5-Нитроурацил 630 

5-Нитроурацил-1-В-О-рибуроновая 
кислота 321 

5-Нитроуридин 391 

Нуклеаза микрококков 72, 101 


Облучение (см. также Фотохимиче- 
ские превращения) 
\-лучами 479 
рентгеновское 479 
Окисление 530, 531, 591, 592 
каталитическое 529—531, 590, 591 
перекисями 335, 478—480, 506, 507 
периодатное 414, 506, 507, 531—535, 
588—590 
перманганатом калия 334, 335, 
473—477, 506 
тетраокисью осмия 333, 334, 476, 
477, 506 
фотодинамическое 681 
фотохимическое 658—660 


8-Оксиаденин 391 
Оксиалкилирование оснований и их 
_ производных 322, 323, 371—373 
7-№- (6-Оксибутил)-гуанин 380 
5-Оксидезоксиуридин 486 
5-Оксидигидроазаурацил 648 
6-Оксидигидроурацил  (Фотогидрат 
а 632, 633, 640, 641, 642, 
67 
6-Оксидигидроуридин (Фотогидрат 
уридина) 202, 632, 633, 636, 641 
6-Оксидигидроуридин-3’-фосфат 355 
6-Оксидигидроуридин-5”-фосфат 397, 
328 
6-Оксидигидроцитидин  (Фотогидрат 
цитидина) 21, 190, 202, 208, 356, 
636 
6-Оксидигидроцитидин-3’-фосфат 355 
6-Оксидигидроцитозин  (Фотогидрат 
цитозина) 664, 665, 666, 667, 677 
Оксиметилбутениладенозин 54 
5-Оксиметилдезоксиуридин 322, 613 
5-Оксиметилдезоксиуридин-5'-фосфат 
322 
5-Оксиметилдезоксицитидиловая кис- 
лота 322 
5-Оксиметилдезоксицитидин 56 
5-Оксиметилдигидроуридин 613 
2-Окси-6-метилпурин 676 
5-Оксиметилурацил 658 
5-Оксиметилуридин 322, 612—614 
производные 612, 613 
5-Оксиметилцитидиловая кислота 668 
5-Оксиметилцитидин 53, 668 
5-Оксиметилцитозин 347 
3- оон -тимидин 373 
3-(Оксипропил)-уридин 373 
5-Оксиуридин 51, 332, 486, 491 
5-Оксицитидин 332 
4-экзо-М№-Оксицитозин, производные 
173 
6-экзо-М- (Оксиэтил)-аденозин 186 
7- (Оксиэтил)-гуанин 371, 413 
7-(Оксиэтил)-дезоксигуанозин 498 
3-(Оксиэтил)-уридин 372 
2-Оксоциклопентенилфосфат 576, 577, 
581—583 
Оротидин 21 
Оротовая кислота 21, 630 
фотореакции 641, 642, 677, 679 
энергетические параметры 679 


Пентабензоиладенозин 386, 405 
Пентабензоилдезоксиаденозин 406 
Пентабензоилцитидин 386, 404 
я структура макромолекул 
Перегруппировки оснований (и их 
производных) 437, 443, 450 сл. 
Перкислоты 287, 298, 388—291 
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Пероксидаза 472 : 
5/-О-Пивалнл-2’-О- (тетрагидропира- 
. нил)-нуклеозиды 514 
2-экзо-М-Пикрилгуанозин 423 
Пиримидин 158, 232 г 
Полиадениловая кислота 101, 264, 
283, 288, 292, 293, 330 
алкилирование 368, 370, 377, 453 
ацилирование 517, 518 
возбужденные состояния 625 
гидролиз 557, 570, 571 
окисление 477, 479 
производные 453 
расщепление 450 
реакции с альдегидами 419 
— с гидроксиламином 472 
синтез 105 
фотореакции 644, 673 
Поли-2-аминоадениловая кислота 105, 
265 
Поли-5-бромцитидиловая кислота 104 
Полигуаниловая кислота 265, 288, 
292, 293 
алкилирование 368, 370 
макроструктура 283 
синтез 105 
Полидезоксиадениловая кислота 101, 
656 
Полидезоксигуаниловая кислота 101, 
265, 625 
Полидезоксиинозиновая кислота 101, 
6 
Полидезоксицитидиловая кислота 101, 
265, 625 
Полидигидроуридиловая кислота 106 
Поли- (1 ‚'-диметилинозиновая) кис- 
лота 368 
Полиинозиновая кислота 265 
алкилирование 368, 370 
гидролиз 570, 571 
получение 104 
Поли- (5-иодуридиловая) кислота 104 
Поли- (5-иодцитидиловая) кислота 104 
Поли- (метиладениловые) кислоты 104 
Поли- (7-метилинозиновая) 


кислота 
368 
Поли- (метилуридиловые) кислоты 
104, 367 
Поли- (шетилщитидиловые) кислоты 
г 


Полимеризация (поликонденсация) 
ди-, три- и тетрануклеотидов 88 
оихов 44, 63, 84, 86—88, 


Полинуклеотидкиназа 47, 79 

Полинуклеотидсоединяющий фермент 
см. ДНК-лигаза 

Полинуклеотидфосфорилаза 97—100, 
103, 104, 289 


олипсевдоуридиловая кислота 104 


Политимидиловая 


КиСл, 
637, 656 та 93, 10 
Полиуридиловая кислот 
265, 287, 288, 200. 30 ОВ 2, 


алкилирование 363 ы 
обе 90% 367, 368 д 


ацилирование 518 
возбужденные состоя 
гидролиз 557, 570, 57] 
макроструктура 283 
окисление 390, 477—479 
реакции с альдегидами 387, 388 
— с гидроксиламином 471, 470 
—с карбодиимидом 384 

синтез 105 


фотореакции 637—639, 641, 643 
644 


НИЯ 625 


Поли- (-фторуридиловая) кислота 
Полициклические углеводороды, 
имодействие с ДНК 687 
Полицитидиловая кислота 265, 287, 
292, 293 
алкилирование 268, 370 
ацилирование 408 
гидролиз 557, 570, 571 
макроструктура 283 
окисление 390, 478, 479 
реакции с альдегидами 412 
— с гидразидами 352 
— с гидроксиламинами 348 
фотореакции 637, 672, 687 
Правило линейной зависимости сво- 
бодных энергий 187, 205, 206, 
207 
Проназа 29 
Пропандиолциклофосфат 551 
Псевдоуридиловая кислота, полимер 
104 
Псевдоуридин 21, 52 
алкилирование 362 
восстановление 339, 607—609 
изомеризация 607, 608 
окисление 607, 609, 610 
расщепление 68, 468 
реакции с акрилонитрилом 381, 
382 
—`с альдегидами 387 
— с гидроксиламином 468 
— с карбодиимидом 384 
фотореакции 648 
Псевдоуридин-2’-фосфат 648 
Псевдоуридин-3’-фосфат 610, 611, 648 
Псевдоуридин-5’-фосфат 461 г 
Псевдоуридин-2”,3’-циклофосфат 64 
Псикофуранин 504 
Псорален 686 
Пурин 
В 231—234, 248 
изотопный обмен 327 


вза- 


комплементарные пары 932 
спектры 157, 206 
фотореакции 676, 677, 683 


.. параметры 160, 201, 


Пуринилглицин 454 
т , Пуринрибозид см. Рибофуранозилпу- 
м рин 


жал ыР Пуринсульфиновая кислота 431 
ы 


\ 
\ \ Пурин 
ый 


м ы Расщепление гидролитическое (Гид- 
релиз) 
$ я М-гликозидных связей 485 сл. 
‚Ц оснований (и их производных) 
437 сл. 
ы не фосфодиэфирных связей 64 сл. 533, 
к 542 сл. 
Водородь, в фосфомоноэфирных связей 533, 
ЦИК 7 542—547, 562, 568 
лота 5-Рибитилурацил 339, 609 


Рибоза 25, 332 


, 3% й РОО ОЖЕНАН 338— 
57 Рибозилпурин см. Рибофуранозил- 
] пурин 
| 1-Рибозилтетрагидропиримидинон 340 
т 40 1-Рибозилэтоксидигидропиримидон 
ДаХН 162 
ИЕ ’  Рибозофосфаты 551, 584 
дин 8 Рибонуклеазы (РНК-азы) 29, 72 
р гуаниловые 69 сл., 97, 104, 291, 
и 80°, 369, 408, 414, 420 
те 2%, ингибиторы 36 
Ш кислая селезенки 72, 78 сл. 
панкреатическая 42, 43, 69 сл., 96, 
Ч] 97, 142, 291, 297, 369, 385, 408, 
в олиме? 643 
те" у Рибонуклеиновые кислоты (РНК) 
алкилирование 72, 78, 79, 363, 364, 
368—370, 372, 380, 442, 453, 596, 
597 
ие апиримидиновые 465 
' апуриновые 501, 561 
58 ацилирование 47, 408 
80 Я выделение 35—41 
} у , галоидирование 318—321, 332 
ри дезаминирование 559, 567 
, «дезурацильные» 470, 583, 584—586 
( информационные см. Информа- 
ы в ционные РНК 
В ‚ компоненты основные 24, 49, 50 
о компоненты редкие (минорные) 
| И ‚в 49, 50—56, 59, 362, 387, 605 сл. 
и ой" * концевые группировки 44 сл., 5: 
ии я макроструктура 261. 262, 282 сл., 
}" й у 412, 569 а 
й методы характеризации О, 
Ни не 7, 476; 477, 479, 806, 
з 535, 588—590 


Рибонуклеиновые кислоты 


первичной структуры определение 
15, 17, 73 сл. 935, 500 

перегруппировка оснований 453 

расщепление гидролитическое 

в присутствии аминов 584—587 

— до нуклеозидов 545, 546, 547, 
559, 570, 571 

— под действием соединений ме- 
таллов 568—571 

— кислотное 58, 59, 363, 364, 369, 
419, 501, 506, 546, 547, 562 сл. 

— Фферментативное 42, 43, 55, 
70 сл., 300, 369, 547, 549 

— химико-ферментативное 71, 72, 
78 сл. 

— химическое 442, 470, 471, 546, 
547, 593 

— химическое ступенчатое 65, 66, 
588—590 

— частичное 73 сл., 557, 559, 560, 
567 

— щелочное 42, 45, 59, 63, 353, 
354, 411, 546, 547, 553—560, 583 

расщепление гликозидных связей 
562, 567 

реакции концевых фосфатов 46, 
423, 597 

реакции с азосоединениями 426 

— с азотистой кислотой 419, 420 

— с альдегидами 72, 408, 409, 411, 
412, 413 

— с анилином 46 

— с №-арилгидроксиламинами 326 

— с гидразинами 69, 465, 466, 506 

— с гидроксиламинами 69, 470, 
471, 506 

— с метилфосфоморфолидом 46 

— с нингидрином 416 

— с перекисями 479, 506 

— с перманганатом калия 476, 
477 

— с солями диазония 324, 425 

репликативная форма 37 

рибосомальные см. Рибосомаль- 
ные РНК * 

спектры денатурации 289 

спектры поглощения 28, 29, 615, 
618, 619 

степень спирализации 300 

структура цепи 27, 41 сл., 511 

транспортные см. Транспортные 
РНК 

формы 262 

фотовосстановление 636 

фотогидратация 634, 672 

фотодимеризация 638, 669 

фотодинамический эффект 683 

фотореакция с аминокислотами 
637 


7И 


слоты 


= ы овые к! 
Рибонукленнов фуроку маринами 


фотореакции с 
о реакции 28, 29 
ветные реак АИ, 
 ИбОбОельные РНК (РРНК) 36—39 
ацилирование 408 ея 
галондирование 319, 320 
компоненты 49 сл., 60, 61 
окисление 390 
первичной структуры определение 
77 сл. 
расщепление 585 : 
Рибосомальные $5 РНК 
макроструктура 298—300 
первичной структуры определение 
77 сл. 
реакция с карбоднимидом 385 
структура цепи 48 
Риботимидин 21, 613 
ионизация 183, 184, 189 
окисление 478 
реакции с акрилонитрилом 382 
Риботимидин-5’-фосфат 462 
9- (В-Р-Рибофуранозил)-аденин см. 
Аденозин 
9-Рибофуранозил-2-амино-6-метокси- 
пурин 175 
9- (В-Р-Рибофуранозил) -гуанин см. 
Гуанозин 
1-Рибофуранозилдигидропиримидон 
340 
9-Рибофуранозил-6-диметиламинопу- 
рин 176 
1-Рибофуранозилиндол 489 : 
9-Рибофуранозил-6-метоксипурин 175 
9-Рибофуранозилпурин  (Небуларин) 
231—234, 439, 440, 505 
производные 439, 440, 505 


1- (В-В-Рибофуранозил) -тимин см. 
Риботимидин 

1-(В-Р-Рибофуранозил)-урацил см. 
Уридин 

1-(В-Э-Рибофуранозил)-цитозин см. 
Цитидин 


РНК см. Рибонуклеиновые кислоты 

РНК-полимераза (Транскриптаза) 98, 
99, 105, 106, 415 

РНК-синтетаза (Репликаза) 98—100 


Сверхспирализания  (Суперспирали- 
зация) см. Дезоксирибонуклеи- 
новые кислоты, циклические 

Сенсибилизированные — фотореакции 
613, 640, 658, 677—680 

Символы и сокращения 20 сл. 

Спирализация ДНК см. Дезоксирибо- 
нуклеиновые кислоты, макро- 
структура 

Спирализация РНК см. Рибонуклеи- 
новые кислоты, макроструктура 
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Стрептодорназа 72 

Суперспирализация (сверхспира: 
ция) см. Дезоксирибонуклеино 
вые кислоты, циклические 

Сульфонилирование 521 


лнЗа. 


Таутомерия оснований (и их произ- 
водных) 162 сл., 624, 695 ^ 

Тафта константы 206, 207 

Тафта уравнение 205 

Теофиллин 683 

Тетрабензоиладенозин 405 

Тетрабензоилдезоксиаденозин 386 
405, 406 - 

Тетрабензоилуридин 386 

Тетрабензоилцитидин 404 

2'-О-(Тетрагидропиранил) -аденозин 
514 


2’-О- (Тетрагидропиранил) -№-ацетил- 
цитидин 514 
2’-О- (Тетрагидропиранил)-уридин 514 
2’-О-Тетрагидропиранилуридин-3*,5”- 
циклофосфат 525 
Тетрагидротимидин, производное 338 
Тетрагидроуридин 337 
Тетрагидроцитидин 338, 339 
Тетрануклеотидная гипотеза 14, 58 
Тимидилилдезоксигунозин, производ- 
ные 88 
Тимидилилтимидилилтимидин 91, 92 
Тимидилилтимидилилуридин, = произ- 
водные 378 
Тимидилилтимидиловая кислота 591 
Тимидилилтимидин 
алкилирование 363, 596 
окисление 530 
синтез 88—90 
фотореакчни 652, 654, 655. 657, 
658 
Тимидилилурчдин, производные 378 
Тимидиловая кислота 
олигомер 91—93, 102, 597 
полимер 93, 101, 637, 656 
реакции с перекисями 478 
сополимер с дезоксиадениловой 
кислотой 101 
Тимидин [1-(В-Э-Дезоксирибофурано- 
знл)-тимин, 5-Метилдезокси- 
уридин] 
алкилирование 360, 361, 366, 373, 
375, 376, 427 
ацилирование 385, 521 
восстановление 336, 337, 338, 
339 


гидролиз гликозидной связи 486, 
490—492, 503 

гомоассоциация 231, 232 

ионизация 182—184, 191, 192 _ 

окисление 333, 334, 389. 473, 475, 
476, 478, 480, 508 


Манн}, ри 
и. 


#34 


Тимидин 


производные 88, 89, 103, 109, 219, 
334 

расщепление 468, 480 

реакции с акриловым ангидридом 
383 

— с акрилонитрилом` 382 

— с альдегидами 387 

— с гидразинами 203, 350, 462 

— с гидроксиламинами 203, 468, 
470 

спектры 166, 167 

структура 25, 56 

таутомерия 165 сл. 

фотовосстановление 636, 649 

фотогидратация 662, 663 

фотодимеризация 650 

фотодинамический эффект 681 

фотоокисление 683 

фотореакция с фурокумаринами 
687 

циклонуклеозиды 140, 427 


Тимидин-3’,5/-дифосфат 492, 572, 574 


Тимин 
фотодимеризация 265, 650—654, 
657, 658, 677, 679 
фотодимеры 651—654, 609, 650 
фотоокисление 658, 659, 660, 683 
фотореакции 663 
— с фурокумаринами 686 
электронная структура 154, 155, 
627—630 
энергетические параметры 160, 
161, 165, 679 
Тиминрибозид см. Риботимидин 
Тиогуанозин 684 
Тиотимидин, производные 102 
Тиотимин 630 
2-Тиоуридин 340, 426, 429, 480 
4-Тиоуридин 51, 295 
алкилирование 362, 428, 430 
восстановление 340 
конформация 138 
окисление 431, 432 
производные 428, 432 
реакции с акрилонитрилом 381, 
382, 428, 429 


Тимидин-5’-трифосфат 101, 103 

Тимидин-3’-фосфат 552, 591 
производные 88, 89 

Тимидин-5'-фосфат 


— с бромцианом 430 
фотореакции 647, 648 
электронная структура 426 


алкилирование 376 

возбужденные состояния 621, 622, 
624, 626 

гидролиз гликозидной связи 487, 
492 

ионизация 189, 192 

конформация 126, 133, 136, 140 

образование 552 

окисление 475, 530, 591 

полимеризация 86, 88 

производные 87, 89 

расщепление 468 

реакции с гидразинами 461—463 

с солями диазония 424, 425 

фотореакции 650 


Тимидин-3’,5/-циклофосфат 495, 553 
Тимин (5-Метилурацил) 21, 28 


возбужденные состояния 623, 625, 
627-629, 649, 657, 658, 660, 661 

галоидирование 319, 331 

гомоассоциация 223, 229 

изотопный обмен 328 

индексы свободной валентности 
198 

ионизация 178, 183, 187, 188, 191, 
192 

комплементарные пары 28, 217 сл. 

окисление 478 

расщепление 456 

реакции с гидразином 462 

таутомерия 162, 165, 625 

фотовосстановление 661, 662 

фотогидратация 649, 677 


5-Тиоуридин, производное 335 
4-Тиоуридин-2' (3/)-фосфат 429 
2-Тиоцитидин 52, 432 
1-Тозилинозин 444 
Транспортные РНК (тРНК) 103 
алкилирование 368, 370, 374, 378, 
430, 432 
аминоацилирование 38, 39, 518— 
521, 534 
ацилирование 408, 517, 518 
выделение 16, 38, 39 
восстановление 339, 340 
галоидирование 319, 320, 332, 606 
денатурация 285 сл. 
изотопный обмен 297 
компоненты редкие (минорные) 
50, 51, 52, 53, 54, 339, 340 
конформеры 296, 297, 299 
макроструктура 285 сл. 320, 321, 
352, 353, 382, 415, 421, 472, 479, 
517, 647 
окисление 39, 334, 390, 432, 477, 
534, 535, 611 
первичной структуры определение 
67, 73 сл., 590 
расщепление гидролитическое в 
присутствии аминов 586, 587 
— кислотное 503 
— ферментативное 287, 291, 294, 
297, 415 
— щелочное 557, 558 
реакции концевых фосфатов 598, 
599 


\ 
\ 


анспортные РНК. р я 
в. с азотистой кислотой 420, 


— с акрилонитрилом 382, 383 

— с альдегидами 412, 415 

— с бромцианом 430 | 

— с гидразидами 352, 353 

— с гидразином 465 

— с гидроксиламином 17, 287, 
4 


— с карбодиимидом 17, 384, 385 

— с периодатом 611 

— с перманганатом калия 477 

— с раствором иода 431, 432 

— с тетраокисью осмия 477 

степень спирализации 288 сл. 

структура цепи 27, 48 

температура плавления 286 

«универсальный»  тетрануклеотид 
76, 291, 294, 297, 383 

фотодинамический эффект 683 

фоторасщепление 648 

фотореакции 647, 648 

фракционирование 39 

Третичная структура макромолекул 

16 


2',3’,5'-Три-О-ацетиладенозин 316 
Триацетилгуанозины 219, 225, 361, 
405 


2',3',5'-Три-О-ацетилинозин 362, 427 
2',3/,5'-Три-О-ацетилуридин 219 
2',3/,5'-Три-О-бензоил-6-азацитидии 219 
Трибензоилдезоксицитидин 406 
3,3',5'-Трибензоилтимидин 385 
Трибензоилуридины 385, 386 
2',3,5'-Три-О- (динитробензоил) -ури- 
дин 321 
Триметиладенин 443 
1,7,9-Триметилгуанин 180 
Триметилдигидроурацилы 458 
Триметиленмеламин 374 
Триметилцитозин 179, 185 
7-№- (узууу-Триоксибутил) -гуанин 380 
Три- (тетр агидропиранил)-аденозин- 
3’-фосфат 422 
5'-О-Тритил-2/-О-тетрагидропиранил- 
уридин-3’-фосфат 525 
5'-О-Тритилтимидин 89 
5'-О-Тритилтимидин-3’-фосфат, произ- 
водные 88, 89 
5'-О-Тритилуридин 386 
2,3',5'-Три-О-тритилуридин 525 
5'-О-Трифторацетил-2',3/-О-изопропил- 
иденуридин 516 
5'-О-Трихлорацетил-2/,3’-О-изопропил- 
иденуридин 516 
2,6,8-Трихлорпурин 684 
Три- ( &-этоксиэтил) -аденозин-3’-фос- 
422 


ат 
Туберцидин 106 
714 


Углеводные остатки 
алкилирование 522—595 
аминоацилирование 518—591 
ацилирование 512 сл., 52] сл, 
окисление 529—535 


реакции с виниловыми Эфирами 
525—527 

— с карбонильными производны- 
ми 527—529 


«Универсальный» тетрануклеотид в 
ТРНК 76, 291, 294, 297, 383 
Уотсона — Крика модель 14, 28, 60, 

216 сл., 249 сл. 
Урацил 21, 199 
М-аминирование 371 
возбужденные состояния 623, 655, 
627—629, 631, 633 
галоидирование 330 
о. 224, 227, 232, 247, 
4 


свободной валентности 


индексы 
198 

ионизация 178, 183, 187, 188, 191, 
192, 226 


комплементарные пары 219 сл., 421 

конформация 126 

окисление 333, 473, 474, 478 

расщепление 456 

реакции с гидразинами 462, 463 

— © гидроксиламинами 371, 469, 
472 


спектры 166, 167 
таутомерия 149, 162, 164, 165, 166, 
625 


фотовосстановление 636 
фотогидрат см. 6-Оксидигидроура- 
цил 
фотогидратация 631 сл., 634, 635, 
‚ 642 


фотодимеризация 638, 639, 640, 
42, 677 


фотодимеры 637, 638, 639, 640, 641, 
642 


фотоокисление 683 
фотоприсоединение 631, 635, 637 
фотореакции 668 
— с фурокумаринами 686 
фототример 639 
хлорметилирование 393 
электронная структура 426, 627, 
628, 629, 630 
энергетические параметры 
161, 164, 165, 202, 679 
Урацил-5-карбоновая кислота 610, 
611, 614 


159— 


Урацилилцистеамин 647 
Уридилиладенозин 238, 240, 241, 244, 
245 


алкилирование 363, 596 
гидролиз 556, 566 


а Уридилилгуанозин 238, 240, 241, 243, 


А 244, 545, 342 


ь Уридилилинозин 368 
| у 


Уридилилуридиловая кислота 556 


№ Уридилилуридин 237—939, 24|. 944 
ч, м 245 ыы 


алкилирование 378, 596 


а ацилирование 516 
Я Г производные 378 


а р 639—644, 647, 669— 
М, Уридилилцитидин 938, 240, 241, 245 
а Я г. гидролиз 556, 566 
а ридиловая кислота 
[3 мы \ галоидирование 330 
ое изотопный обмен 329 
Чаи ионизация 191, 195 
Чи олигомер 342, 598 
окисление 474, 478 
обо т оксиметилирование 322 
полимер см. Полиуридиловая кис- 
я | Ми лота 
|] ; Е. с адениловой кислотой 
Л 2 
Втарные | 
сы аа — с цитидиловой кислотой 186, 
408 
Зи И фотореакции 632, 638, 640, 642 
ние $565 5 Уридин [1- (В-Р-Рибофуранозил) -ура- 
с падре 0 цил] 21, 25, 49, 50, 162 
если 7 алкилирование 360, 361, 366, 367, 
372, 373, 427, 522—524 
й аминометилирование 323 
ео Щи |3 арилирование 370 
мт р ацилирование 385, 521 
“. $ восстановление 336, 337, 339, 340, 
пой Н й 456 
1 тЫ галоидирование 312—314, 330—332, 
494 
Я ьйй гидролиз гликозидной связи 486, 
я й 487, 490, 494 
Я гомоассоциация 231, 233, 247 
| т изотопный обмен 328, 329 
т ви ь ионизация 182—184, 187—193 
ие конформация 132, 133, 135, 137, 
: | 138, 182 
ра" ве нитрование 321 
‚в, образование из РНК 547 
я окисление 333, 389, 474, 476, 478, 
480 
Ви я производные 93, 377 
$ Ри — алкилирование 427, 523 
х. ‚8 и — ацилирование 386, 514, 516 
И и — восстановление 141, 336 
о — галоидирование 314 
5 й 8 — комплементарные пары 219, 225 
$ Иа в — нитрование 321 
и $ И — окисление 530, 531 
ОИ ы И — реакции с акриловым ангидри- 
‚’ ом 383 
‚’ и, у в с гидроксиламинами 141 
И” 
у $ 


Уридин 
расщепление 455, 456, 463, 468, 469, 
478, 480 
реакции с акрилонитрилом 208, 
381, 382 


— с альдегидами 323, 387 
— с виниловыми эфирами 526 
— с гидразинами 203, 461, 462, 463 
— с гидроксиламинами 203, 468, 
469 
— с карбодиимидом 383 
спектры 141, 317, 633 
таутомерия 165 сл. 
фотовосстановление 636 
фотогидрат см. 6-Оксидигидроури- 
дин 
фотогидратация 632, 634, 642 
фотодимеризация 638, 639; 640, 
642, 679 
фотодимеры 638, 639, 669 
фотореакции 681 
— с фурокумаринами 687 
циклонуклеозиды 137, 138, 427 
электронная структура 358 
Уридиндифосфат 189, 342, 469 
Уридиндифосфатглюкоза 337, 469, 470 
Уридин-5’-метилфосфат, производные 
378 
Уридинсульфоновая кислота 432 
Уридинтрифосфат 105, 108, 189, 315 
Уридин-2’-фосфат 141, 633 
Уридин-2' (3’) -фосфат 
галоидирование 312, 313 
гидролиз фосфоэфирной связи 544, 
545 
ионизация 189, 192 
образование 550 
окисление 611 
расщепление 455, 468 
реакции с гидразином 462 
— с гидроксиламином 468 
фотореакции 642 
Уридин-3’-фосфат 
ацилирование 513 
конформация 133 
образование 552, 553 
реакции с альдегидами 527 
спектры 141 
фотореакции 203, 633, 641 
Уридин-5’-фосфат 141 
алкилирование 363, 372, 523, 595 
аминометилирование 323 
возбужденные состояния 621, 622 
восстановление 337 
галоидирование 312, 313 
гидролиз фосфоэфирной связи 544 
ионизация 189, 192, 193 
конформация 126, 131, 136 
образование 552 
окисление 475 


| 8 


Уридин-5’-фосфат, 
расщепление 469 ЗЕ 
реакции с альдегидами 387, 


— с гидразинами 461, 462 
—с ки А 469 
спектры 166, 167, 
и 203, 632, 633, 642 
Уридин-2’,3’-циклофосфат 
ацилирование 512 ы 
гидролиз фосфоэфирных связей 
548, 549, 550 
ионизация 189, 191, 192 
Уридин-3’,5'-циклофосфат 
гидролиз гликозидной связи 495, 
504, 553 
— фосфоэфирных связей 552, 553 
конформация 131 
реакции с виниловыми эфирами 
525 
Уроновые кислоты 530 
Уэланда реакционный комплекс 200 


Фельгена реакция 28 
1-Фенилтимин 473 
4-экзо-М- (В-Фенилэтил)-5-метилдез- 
оксицитидин 185 
Фенол, ассоциация с аденином 232 
Флавинадениндинуклеотид 143 
8- (№-Флуоренилацетамидо) -гуанозин 
325 
8- (М-Флуоренилацетамидо) -дезокси- 
гуанозин. 325 
Формальдегид, реакции 283, 322, 
386—388, 409—412 
с ДНК 254, 267, 268, 271, 282 
с РНК 261, 288, 289 
с тРНК 287, 289 
с 55 РНК 299 
6-экзо-М-Формиладенин 414 
3'-О-Формиладенозин 515 
2-экзо-М№-Формилгуанин 414 
5-Формил-1,3-диметилурацил 658 
5'-О-Формил-27,3’-О-изопропилиден- 
уридин 516 
5-Формилурацил 610, 658 
Формицин 106 
Фосфатаза 518 
5’-Фосфодезоксирибозилилтимидин 
578, 579 
5’-Фосфодезоксицитидилилтимидин 
579 
Фосфодиэстеразы 45, 289 
змеиного яда 42, 45, 46, 51, 63, 297, 
385, 654 
кишечника 41 
селезенки 43, 45, 46, 67, 385 
Фосфомоноэстераза 47, 48, 51 
Фосфорилирование 
а компонентов 407, 


716 


Фосфорилирование 
олиго- и полинуклеотидов 47, 95 
521 к 
5’-Фосфотимидилилдезоксиаденозин 
597 
5’-Фосфотимидилилдезоксицитидин 
574, 597 
5'-Фосфотимидилилтимидин 655 
Фотогидрат урацила см. 6-Оксидигид- 
роурацил 
Фотогидрат уридина см. 6-Оксидигид- 
роуридин 
Фотогидрат цитидина см. 6-Оксиди- 
гидроцитидин 
Фотогидрат цитозина см. 6-Оксиди- 
гидроцитозин 
Фотодинамический эффект (фотоди- 
намическое действие) 681—685 
Фотореактивирующие ферменты 653, 
680 
Фотосенсибилизированные реакции 
618, 640, 658, 677—680 
Фотохимические превращения 615 сл. 
в присутствии железа 685 
влияние  комплексообразователей 
687, 688 
возбужденные состояния 616, 617, 
620 сл. 
излучательные и безызлучательные 
переходы 617, 618 
интеркомбинационная 
618 сл. 
квантовый выход 616 сл. 
основные понятия 615—618 
поперечное сечение 616, 664 
реакции с фурокумаринами 685, 
686 
таутомерия 624, 625 
Фторалкилдезоксицитидины 186 
5-Фтордезоксиуридин 140 
гидролиз гликозидной связи 486, 
491 
ионизация 187, 188, 317 
конформация 133, 136 
спектры 317 
— 184, 185, 187, 
88 
5-Фтор-4-экзо-М,М-диметилдезоксици- 
тидин 185 
5-Фтор-1,3-диметилурацил 635, 636, 
645 
5-Фтор-4-экзо-М-метилдезоксицитидин 
185 
5-Фторметилцитидин 185 
5-Фторметилцитозин 185 
5-Фтор-6-метокси-1,3-диметилдигидро- 
урацил 635 
5-Фторурацил 645 
5-Фторуридиловая кислота, полимер 
104 


конверсия 


кие превращения КА сх, 
ТВИН Железа 685 


хомплексообразователей 
ные состояния @16, 97, 


5-Фторуридин 


ионизация 184, 187, 188, 317 


спектры 317 
фотореакции 645 


5-Фторцитидин 184, 185, 187, 188 


Химотрипсин 516 
5'.О-Хлорацетил-2',3’-О-изопропил- 


иденуридин 516 


27 3'-О-(п-Хлорбензилиден) -уридин 529 
5-Хлордезоксиуридин 312, 317, 486, 


491 


Хлорметилирование урацила 323 
6-Хлорпурин 206, 683 
5-Хлоруридиловая кислота, полимер 


104 


5-Хлоруридин 312, 314, 317 
5-Хлоруридин-2' (3) -фосфат 312 
5-Хлоруридин-5'-фосфат 312 
5-Хлорцитидин 312, 314 
(В-Хлорэтил)-амины, реакции 375— 


380 


(В-Хлорэтил)-сульфиды, реакции 375, 


378—380 


6-Цианпурин 206 
1-Цианэтилинозин 381 
1-Цианэтилисевдоуридин 381 
3-Цианэтилуридин 381 
№М-Циклогексил-№- (метилморфоли- 


нилэтил) -карбодимид 78 


1- Циклогексилурацил 


комплементарные пары 218, 219, 
221, 225 

производные 275, 226 

фотореакции 634 


Циклопентан, конформации 127—129 
5.$-Цистеинилдигидроурацил 637 


Цитидилиладенозин 238, 240, 241, 
243—245 
гидролиз 556, 566 
Цитидилилгуаниловая кислота 588 
Цитидилилгуанозин 238, 240, 241, 244 
Цитилилилуридин 238, 240, 241, 245 
Цитидилилцитидиловая кислота 556 
Цитидилилцитидин 238, 241, 243, 245 
гидролиз 556, 566 
спектры 670 
фотореакции 355, 
672 
Цитидиловая кислота 105 
галоидирование 330, 332 
ионизация 191, 195 
полимер см. Полицитидиловая кис” 
лота 
реакции с альдегидами 
— с гидразинами 460 
сополимер с аденилов 
470 


357, 666, 669— 


322 


ой кислотой 


Цитидиловая кислота 


сополимер с уридиловой кислотой 
106, 408 
фотореакции 663, 664, 667 


Цитидин [1-(В-О-Рибофуранозил)-ци- 


тозин] 21, 55, 49, 50, 202, 339 

алкилирование 360, 361, 366, 367, 
372, 373, 522 

арилирование 370 

А 386, 402—404, 406, 
о 


восстановление 338, 339, 340, 
галоидирование 312, 313, 314 
гидролиз гликозидной связи 


гомоассоциация 231, 247 
дезаминирование 328, 354, 543, 547 
изотопный обмен 328, 329 
ионизация 172, 183—185, 187—193 
конформация 131—133, 136, 137 
образование из РНК 547 
окисление 333, 389, 508 
М№-окись 389, 455, 456 
производные 141, 174, 218, 219, 226 
расщепление 328, 455, 460 
реакции с азотистой кислотой: 417, 
418 
— с акрилонитрилом 382 
— с альдегидами 3922, 387, 409, 
411, 414, 416 
— с аминами 354 
— с ацеталями 421 
— с гидразидами 209, 351, 352 
— с гидразинами 349, 350, 460, 
462 
— с гидроксиламинами 345, 346, 
356, 357, 468 
— с диметиламинометанами 421 
— с нингидрином 416 
спектры 170, 171, 180, 181, 619 
таутомерия 169—174 
фотогидрат см. 6-Оксидигидроци- 
тидин 
фотогидратация 663, 664, 667 
фотореакции 647, 668, 687 
циклонуклеозоиды 180, 427 
электронная структура 358 
энергетические параметры 202 
а-Цитидин 53 
ЦПитидинбензилфосфаты 556, 563 
Цитидиндифосфат 342 
Цитидин-5/-метилфосфат 595 
Цитидинтрифосфат 105, 106, 313, 346 
Цитидин-2' (3) -фосфат 
восстановление 338, 339 
гидролиз фосфоэфирной связи 544, 
546 
ионизация 189, 1 
образование 550 
окисление 611 
расщепление 455, 468 


92 


дин-2” (3’) -фосфат 
и е гидразином 462 
— с гидроксиламином 468 
— с нингидрином 416 
— с солями диазония ‘424 
спектры 619 
Цитидин-3’-фосфат 355 
ацилирование 513 
ионизация 179, 665 
конформация 124, 126, 131, 136, 
137 


образование 355, 552 

спектры 665 

фотореакции 664—666 
Цитидин-5’-фосфат 

алкилирование 363, 368, 595 

возбужденные состояния 621, 629 

восстановление 338 

гидролиз фосфоэфирной связи 544 

ионизация 189, 192 

конформация 137 

образование 552 

окисление 475 

реакции с альдегидами 410 

— с гидразидами 351 

— с гидразинами 461 

спектры 239 

фотореакции 666, 671 
Цитидин-2’,3’-циклофосфат 

ацилирование 402, 403 

восстановление 338 

гидролиз фосфоэфирных связей 

548—550 

ионизация 189, 192 

реакция с нингидрином 416 
Цитидин-3”,5’-циклофосфат 495, 552 
Цитозин 21, 95, 199 
ацилирование 458 
возбужденные — состояния 625, 

627—629, 663, 679 
галоидирование 330 
гомоассоциация 228, 229, 232, 247, 

248 


индексы свободной валентности 
198 


ионизация 124, 178—181, 183, 185— 
188, 190—193 
комплементарные пары 28, 217 сл., 
1 

копформация 124, 126 

окисление 473, 474, 476 
перегруппировка 458 

производные 185, 186 


Цитозин 
еакции с гидразинами 
7450, 460, 462 349, 3, 
— с гидроксиламинами 479 
спектры 181 
таутомерия 149, 162, 164, 165 625 
фотогидрат см. 6-Оксидигидроци. 
тозин 
фотогидратация 663 сл. 
фотодимеризация 669, 677, 678 
фотодимеры 669 
фотореакции 668—670 
электронная структура 148, 154— 
156, 627—630, 663 
энергетические параметры 159— 
161, 164, 165, 202, 679 


Чаргаффа правила 59, 60, 250, 252, 
261 


Четвертичная структура макромоле- 
кул 16 


Эйнштейна закон 615 
Экзонуклеазы 
Т 67 


Ш 63, 67 
Эксимеры 605, 626 
а-Элиминация 574, 576 
В-Элиминация 369, 389, 419, 507, 531, 
544, 553, 573—578, 580, 583, 591 
Энергия 
локализации 200 сл. 
резонанса 164 
Этидийбромид 959, 960 
3-Этиладенин 364 
7-Этиладенин 364 
9-Этиладенин 218—251, 223, 255 
производные 295, 296 
Этиладенозин-5’-фосфаты 453 
Этилгуанины 182, 219—951, 415 
7-Этилгуанозин 449, 498 
7-Этилдезоксигуанозин 497, 498 
5-Этилдезоксиуридин 650 
9-Этилпурин 931 
2-О-Этилурндин, производное 137, 138 
4-экзо-М-Этилцитозин 186 
4-Этокси-1-глюкозилдигидропирими- 
дон 166 
4-Этоксидигидропиримидон 169 
2-экзо-М- (а-Этоксипропионил)-гуанин 
414 


6-Этоксипурин 677 
1-Этоксиурацил 634 
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